








Wasserstoffiibertragendes Co-Ferment, 
seine Zusammensetzung und Wirkungsweise. 
Von 
Otto Warburg, Walter Christian und Alfred Griese. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 14. September 1935.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Das Co-Ferment aus roten Blutzellen!, das wir wasserstoffiiber- 
tragendes Co-Ferment nennen, haben wir gereinigt, bis seine kata- 
lytische Wirksamkeit auf keine Art mehr zu steigern war. Unser 
reinstes Co-Ferment ist sehr leicht léslich in Wasser, kristallisiert nicht, 
enthalt 12,9% Stickstoff und 12,3° Phosphor und liefert bei der 
hydrolytischen Spaltung Phosphorsdure, Pentose, Adenin und eine 
Pyridinbase, die das Amid der Nicotinsdiure 

CH 
CHY >CCONH, 
CH. (CH 
N 
ist. 

Nimmt man an, daf in dem Co-Ferment 1 Molekiil Adenin, 1 Molekiil 
Nicotinséureamid, 3 Molekiile Phosphorsiure und 2 Molekiile Pentose 
unter Austritt von 6 Molekiilen Wasser vereinigt sind, so erhalt man die 
Formel C,, H.gN,P,0,,. Dazu stimmt die Elementaranalyse, sowie 
der Prozentgehalt an Adenin, Nicotinsiureamid und Phosphorsaure. 
Das Molekulargewicht ware 743, wihrend wir durch Messung der Ge- 
frierpunktserniedrigung 870 finden. 

Zwei der Phosphorsiurereste sind einfach verestert; sie kénnen, 
wie schon H. Theorell?, ehe das Co-Ferment isoliert war, durch Kata- 
phoreseversuche vorausgesagt hat, je zwei saure H-Atome abdisso- 
ziieren. Kin dritter Phosphorsaurerest ist mehrfach verestert. 


Es ist uns nicht gelungen, eine in saurer Lésung blau, in alkalischer 
Lésung griinlich fluoreszierende Begleitsubstanz des Co-Ferments voll- 
stindig abzutrennen. Wir halten die fluoreszierende Begleitsubstanz, 


10. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 242, 206, 1931; 254, 438, 
1932: 266, 377, 1933; 274, 112, 1934; 275, 212, 1934; 275, 464, 1935; 279, 
143, 1935; in der Notiz ebenda 279, 143, 1935 muB es statt 25°, 
Nicotinsaureamid 15°, heiBen. 2 H. Theorell, ebenda 275, 11, 1934; 
275, 19, 1934. 
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die katalytisch unwirksam ist, fiir denaturiertes Co-Ferment. das 
Laufe der Isolierung entsteht. 


Verbreitung des Co-Ferments. 





Wasserstoffiibertragendes Co-Ferment ist in der Natur weit ver- 
breitet. Das wasserstoffiibertragende Co-Ferment des Herzmuske|s 
ist wahrscheinlich. das wasserstoffiibertragende Co-Ferment der Het 
ist sicher? identisch mit dem Co-Ferment aus roten Blutzellen. 








Verwandtschaft mit der Co-Zymase. 

Das wasserstoffiibertragende Co-Ferment kann die Co-Zymas 
im Hardenschen Garungsversuch* und die Co-Zymase kann das wasse1 
stoffiibertragende Co-Ferment im Oxydationsversuch* nicht ersetzen 
Wasserstoffiibertragendes Co-Ferment und Co-Zymase sind also ve1 
schiedene Substanzen. 

Vergleicht man aber die chemischen Eigenschaften der Co-Zymas: 
die v. Euler und K. Myrbdck® beschrieben haben, mit den chemischen 
Eigenschaften des wasserstoffiibertragenden Co-Ferments, so kommt 
man zu der Uberzeugung, daB beide Co-Fermente chemisch nahe ver 
wandt sind. Bekanntlich haben v. Euler und K. Myrbdck schon vor 
vielen Jahren gezeigt, daB bei der Hydrolyse der Co-Zymase Adenin 
Phosphorsaure und Pentose entstehen. 


Zwischenferment. 





Wie Co-Zymase nur im Verein mit besonderen Proteinen, der .,Z\ 
mase“‘, zum Garungsferment wird, so ist das wasserstoffiibertragend: 
Co-Ferment nur im Verein mit besonderen Proteinen, die wir ,,Zwischen 
fermente** genannt haben, katalytisch wirksam. Zwischenferment: 
haben wir in allen bisher gepriiften Zellen gefunden. Naher untersucht 
wurden Zwischenferment aus roten Blutzellen® und Zwischenferment 
aus Hefe’. Das in dieser Arbeit benutzte Zwischenferment war von 
E. Negelein und W.Gerischer gereinigtes Zwischenferment aus Hefe. 


Substrat. 





Sowohl das Co-Ferment, als auch die Zwischenfermente wurden 
durch einen Test isoliert, dessen Substrat Hexosemonophosphorsaure 

10. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 274, 112, 1934. — ? Un- 
ver6éffentlichte Versuche von F. Kubowitz. — * O. Warburg u. W. Christian. 
diese Zeitschr. 274, 112, 1934. — 4 ». Euler u. E. Adler, Hoppe-Seyler 235, 
164, 1935. 5 K. Myrbdck, Co-Zymase. Ergebnisse der Enzymforschung 
2, 139, Leipzig 1933. — * O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 242 
206, 1931; H. Theorell, Die Naturwissenschaften 22, 290, 1934. — 70. Warburg 
u. W. Christian, diese Zeitschr. 254, 438, 1932. 
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var. Die Saure wird bei der Testreaktion zu Phosphohexonsiure 
oxydiert. Die physiologische Bedeutung dieser Reaktion steht hier nicht 
zur Diskussion. 
Zusammenwirken von zwei Fermenten. 
Bei dem Test geben wir zu 15mg Hexosemonophosphorsaure 
0.2 mg Zwischenferment und 0,002 mg Co-Ferment. Eine Veranderung 
der Hexosemonophosphorsaure durch diese Mengen Co-Ferment und 
Zwischenferment ist nicht nachzuweisen, weder anaerob noch in Sauer- 
stoff. Ein meBbarer Umsatz erfolgt erst bei Zusatz eines sauerstoff- 
iibertragenden Ferments, zum Beispiel des gelben Ferments. Dann wird 
das gelbe Ferment reduziert und bei Gegenwart von Sauerstoff reoxy- 
diert. Die Bilanzgleichung ist: 
O, + RCOH + H,O = H,O, + RCOOH. 
Hexosemono- * Phospho- 
phosphorsaure hexonsaure 
In dem Zusammenwirken der beiden Fermente hat man die viel 
diskutierte Zweiteilung der Oxydationsprozesse: die ,,Aktivierung™ des 
Substrats und ,,Oxydation’* des Substrats. Zwischenferment +- Co- 
Ferment ,,aktivieren“, das gelbe Ferment ,,oxydiert*. 


Hydrierung und Dehydrierung des Co-Ferments. 

Gibt man aber zu Hexosemonophosphorsaure statt einer kleinen 
eine dquivalente Menge Co-Ferment, so zeigt sich, dal} — bei Gegenwart 
von Zwischenferment — eine stiirmische Reaktion eintritt, bei der das 
Co-Ferment die Hexosemonophosphorséure zu Phosphohexonsaure 
oxydiert und selbst 1 Molekiil Wasserstoff aufnimmt: 


Ko + RCOH + H,0 = Kos + ROOOH. (1) 

Das hydrierte Co-Ferment ist nicht autoxydabel. Oxydationsmittel 
jedoch, die reaktionsfahiger sind, als molekularer Sauerstoff, dehydrieren 
das hydrierte Co-Ferment. Zum Beispiel reagiert das gelbe Ferment (F) 


mit dem hydrierten Co-Ferment nach der Gleichung: 


F + Ko< F<} + Ko. 2) 


H 
~H 


Anders als das hydrierte Co-Ferment ist das hydrierte gelbe Ferment 
autoxydabel. In Sauerstoff folgt also auf die Reaktion (2) die Reaktion 


03 + F<ff = H)0, + F. (3) 


Addiert man die Gleichungen (1) bis (3), so heben sich die Kata- 
lysatorreaktionen heraus und man hat die Bilanzgleichung unserer 
Testreaktion 

O, + RCOH + H,O = H,O, + RCOOH. (4) 
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Diese Oxydation wird also bewirkt durch zwei wasserstoffiibe: 
tragende Fermente, die sich wesentlich unterscheiden durch ihr Ve: 
halten zu molekularem Sauerstoff. Das eine der beiden Fermente ist in, 
hydrierten Zustand autoxydabel, das andere ist im hydrierten Zustand 
nicht autoxydabel. Das nicht autoxydable Ferment entzieht dem 
Substrat Wasserstoff und gibt ihn iiber das autoxydable Ferment an 
molekularen Sauerstoff weiter. 


»Aktivierung des Substrats“ und ,,Oxydation des Substrats®. 


Gibt man, wie bei der Testreaktion, 1 Mol Co-Ferment zu 20000 Molen 
Hexosemonophosphorsaure, so wird 1/3999, der Hexosemonophosphor- 
saure zu Phosphohexonsaure oxydiert. Hierbei bleibt der Umsatz, wenn 
das gelbe Ferment fehlt, auch bei Gegenwart von Sauerstoff stehen, 
da das hydrierte Co-Ferment nicht autoxydabel ist. Dies ist der Zustand, 
der als Aktivierung des Substrats erscheint und der in Wirklichkeit 
eine Oxydation des Substrats ist. Gibt man gelbes Ferment dazu, 
so wird das hydrierte Co-Ferment reoxydiert, ein Vorgang, der 20000 mal! 
erfolgen mub, um die gesamte Substratmenge zu oxydieren. Dies ist 
der Vorgang, der als Oxydation des Substrats erscheint und in Wirk 
lichkeit die Reoxydation des wasserstoffiibertragenden Co-Ferments ist, 


Reversible und irreversible Hydrierung des Co-Ferments. 

Die reversible Hydrierung des Co-Ferments durch Hexosemono- 
phosphorsaéure, bei der 1 Molekil Co-Ferment 1 Molekiil Wasserstoft 
aufnimmt, ist an die Bedingung gebunden, daB die Lésungen Zwischen- 
ferment enthalten. Mit Hydrosulfit jedoch kann man das Co-Ferment 
auch ohne Zwischenferment reversibel hydrieren. 

Gibt man bei Zimmertemperatur zu einer neutralen Lésung von 
Co-Ferment Natriumhydrosulfit, so nimmt 1 Molekiil Co-Ferment 
1 Molekiil Wasserstoff auf. Die Reaktionsgleichung schreiben wir: 


Ko + Naj$,0, + 2H,0 = Ko<! + 2 NaHSO. (5) 


Wie in dem durch Hexosemonophosphorsiure hydrierten Co- 
Ferment ist der Wasserstoff in dem durch Hydrosulfit hydrierten 
Co-Ferment reaktionsfahig. Er wird nicht an molekularen Sauerstoff, 
aber an das gelbe Ferment nach Gleichung (2) leicht abgegeben. Auch 
im iibrigen hat Co-Ferment, durch Hydrosulfit reduziert, die gleichen 
Kigenschaften, wie Co-Ferment, durch Hexosemonophosphorsaure 
reduziert. 

Eine dritte Methode zur Hydrierung des Co-Ferments ist die Hy- 
drierung mit Platin und Wasserstoff in schwach alkalischer Lésung 
Hierbei nimmt | Molekiil Co-Ferment nicht 1 Molekiil, sondern 3 Mole 
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kiile Wasserstoff auf. Diese Hydrierung ist irreversibel. Weder mole- 
kularer Sauersteff, noch reaktionsfahigere Oxydationsmittel, wie das 
gelbe Ferment, kénnen das dureh Platin und Wasserstoff hydrierte 
(o-Ferment dehydrieren. 


Der wasserstoffiibertragende Bestandteil des Co-Ferments. 

Bei der Hydrierung des Co-Ferments durch Platin und Wasserstoff 
wird der Pyridinring des Co-Ferments zum Piperidinring und kein 
anderer Bestandteil des Co-Ferments hydriert. Gleichzeitig verliert 
das Co-Ferment seine katalytische Wirksamkeit. 

Hydriert man das Co-Ferment zuerst reversibel mit Hexosemono- 
phosphorsiure, wobei es 1 Molekiil Wasserstoff aufnimmt, und dann 
mit Platin und Wasserstoff, so werden nunmehr nicht 3, sondern nur 
noch 2 Molekiile Wasserstoff aufgenommen. 

Aus dem Gesagten folgt, daB es der Pyridinring des Co-Ferments 
ist, der bei der reversiblen Hydrierung — d.h. bei der Wirkung — den 
Wasserstoff aufnimmt. Die reversible Hydrierung des Co-Ferments 
ist eine partielle Hydrierung seines Pyridinringes. 

Ist der Pyridinring der wasserstoffiibertragende Bestandteil des 
Co-Ferments, so kénnen wir genauer als vorher angeben, was geschieht, 
wenn bei unserer Testreaktion Hexosemonophosphorsaure zu Phospho- 
hexonsdure oxydiert wird: zwei hintereinandergeschaltete stickstoff- 
haltige Ringe iibertragen Wasserstoff des Substrats auf molekularen 
Sauerstoff. Wasserstoff, den der Pyridinring des Co-Ferments dem 
Substrat entzieht, wird an den Alloxazinring des gelben Ferments und 
von diesem an molekularen Sauerstoff weitergegeben. 


Ultraviolettspektrum des Co-Ferments und die Anderung des Spektrums 
bei der Hydrierung. 


Das Co-Ferment absorbiert nicht merklich im Sichtbaren. Seine 
langwelligste Ultraviolettbande liegt bei 260 my. Sie riihrt von dem 
Adenin und dem Nicotinséiureamid des Co-Ferments her. 

Hydriert man das Co-Ferment mit Platin und Wasserstoff, so sinkt 
die Absorptionsbande 260 mu. des Co-Ferments auf den ,,Adeninwert“. 
Der Piperidinring, der bei der Hydrierung mit Platin und Wasserstoff 
aus dem Pyridinring entsteht, hat keine Bande bei 260 mu. 


Hydriert man aber das Co-Ferment partiell und reversibel mit 
Hydrosulfit oder mit Hexosemonophosphorsiure, so andert sich die 
Bande 260 my des Co-Ferments, also auch die Absorption seines Pyridin- 
teiles bei dieser Wellenlainge, nicht. Da wir Grund zu der Annahme haben, 
daB die Bande 260 mu des Pyridins von der C=N-Bindung des Pyridins 





162 O. Warburg, W. Christian u. A, Griese: 


herriihrt, so schlieBen wir, dab bei der partiellen reversiblen Hydrierun 
des Pyridinringes die C=N-Doppelbindung erhalten bleibt. 

Wahrend bei der partiellen reversiblen Hydrierung des Co-Ferments 
die Bande 260 my unverandert bleibt, tritt eine neue Bande im lang 
welligen Ultraviolett bei 345 mu auf, die wieder verschwindet, wen) 
man das hydrierte Co-Ferment durch gelbes Ferment dehydriert. Di 
Wasserstoffiibertragung ist also mit einer Anderung des Absorptions 
spektrums verbunden, die dadurch besonders interessant ist, daB um 
gekehrt wie bei den meisten Farbstoffen, die ,,Farbe** bei der Reduktio: 
auftritt und bei der Oxydation verschwindet. 

Da man zur Messung der Bande 345 mu nur sehr kleine Mengen 
Co-Ferment braucht, und da zeitliche Anderungen der Bande licht 
elektrisch leicht gemessen werden kénnen, ist die Ultraviolettspektro 
skopie eine wichtige Methode zur Untersuchung der Wirkung des Co 
Ferments geworden!. 


Partielle Hydrierung von Pyridinverbindungen durch Hydrosulfit. 

Freies, aus dem Verband des Co-Ferments getrenntes Nicotinsaure- 
amid wird durch Platin und Wasserstoff hydriert uud nimmt dabei 
wie im Verband des Co-Ferments, 3 Molekiile Wasserstoff auf. Aber 
weder durch Hexosemonophosphorsaure + Zwischenferment, noch durch: 


Hydrosulfit kann freies Nicotinséureamid partiell hydriert werden. 


Deshalb haben wir Pyridinverbindungen gesucht, die durcl) 
Hydrosulfit partiell reduziert werden. Wir fanden, daB eine solche 
Pyridinverbindung das Methylbetain der Nikotinsaure ist, das in de1 
Natur vorkommt und von seinem Entdecker ,,Trigonellin’ genannt 
worden ist®. Das Trigonellin, das wir fiir unsere Versuche benutzt 
haben, verdanken wir der Firma £. Merck, Darmstadt. 

Wie bei der partiellen Hydrierung des Co-Ferments, so tritt be: 
der partiellen Hydrierung? des Trigonellins mit Hydrosulfit ein: 
Bande im langwelligen Ultraviolett bei 350 my auf. Wie das par. 
tiell hydrierte Co-Ferment, ist auch das partiell hydrierte Trigonellin 
in saurer Loésung unbestandig. Macht man eine Lésung von partiell 
hydriertem Co-Ferment mit Essigsdéure schwach sauer, so verschwindet 
die Bande 345 mu. Noch empfindlicher gegen Sauren ist partiell 
hydriertes Trigonellin: schon bei pa7 verschwindet die Bande 350 mu 

Partiell hydriertes Trigonellin fluoresziert im Licht der Wellenlange 
366 mu blau. 


' Vel. die folgende Arbeit von E. Negelein u. E. Haas. — ? E. Jahns, 
Chem. Ber. 18, 2518, 1885. 3 Die zur Hydrierung mit Hydrosulfit ge- 
eignete H*-Ionenkonzentration ist 10-* Mole /Liter. 
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Wasserstoffkapazitit des Co-Ferments. 

,. Wasserstoffkapazitat’’ des Co-Ferments nennen wir die Wasser- 
stoffmenge, die die Gewichtseinheit Co-Ferment bei der Hydrierung 
mit tberschiissiger Hexosemonophosphorsaure aufnimmt. 

Wir bestimmen die Wasserstoffkapazitaét manometrisch, indem 
wir das hydrierte Co-Ferment durch gelbes Ferment bei Gegenwart 
von Sauerstoff dehydrieren und den verbrauchten Sauerstoff messen. 

Die Wasserstoffkapazitit unserer reinsten Co-Fermentpraparate 
betrug etwa 

cmm Wasserstoff 


mg Substanz 


Dieser Wert, mag er endgiltig oder noch zu niedrig sein, ist eine 
rein experimentelle GréBe, maBgebend fiir die Wirkung des Co-Ferments, 
unabhangig von den Ansichten iiber die Zusammensetzung, die Struktur 
und das Molekulargewicht des Co-Ferments. 


Quantitative Bestimmung des Co-Ferments. 

Die direkteste Methode zur Bestimmung des Co-Ferments ist die 
Messung der Wasserstoffkapazitat. Einige Milligramme reiner (und 
entsprechend mehr von unreiner) Substanz sind dazu notwendig. 

Weniger Substanz braucht man, wenn man das zu priifende Co- 
Ferment mit tiberschiissiger Hexosemonophosphorsaure reduziert und 
lichtelektrisch miBt, wie stark die Absorption der Wellenlange 345 mu 
bei der Reduktion zunimmt. Kennt man die Héhe der Bande 345 my 
fiir Co-Ferment der Wasserstoffkapazitat 30, so kann man den Co- 
Fermentgehalt aus optischen Daten berechnen. 

Noch weniger Substanz braucht man (Gréenordnung y der 
reinsten Praparate), um die katalytische Wirkung des Co-Ferments 
zu bestimmen. Benutzt man dabei als Vergleichspraparat ein Praparat 
von bekannter Wasserstoffkapazitat, so kann man aus dem Verhaltnis 
der Oxydationsgeschwindigkeiten den Co-Fermentgehalt des zu priifen- 
den Praparats berechnen. 

Inhaltsiibersicht. 

Kapitel I: ber das Substrat und die Endprodukte der Oxrydation im 
Fermentsystem. Totaler Sauerstoffverbrauch und Wasserstoffperoxyd- 
bildung. Phosphohexonsaure. Vergarung der Phosphohexonsaure. 

Kapitel Il: Quantitative Bestimmung des Co-Ferments. Prinzip. 
Priiflésungen. 

Kapitel II]: Jsolierung des Co-Ferments aus roten Pferdeblutzellen. 

1. Schritt. Acetonextrakt. 2. Schritt. Fraktionierung mit Mercurt- 
acetat. — 3. Schritt. Abtrennung der in Wasser schwerléslichen Barium- 
salze. — 4. Schritt. Fallung mit Essigester aus salzsaurem Methanol. 

5. Schritt. Fraktionierung mit Bleiacetat. Zusammenfassendes iiber 
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Ausbeuten und Reinheitsgrade. Alkaloidsalze. Phosphowolframate. 
Mercurosalze. 

Kapitel IV: Zusammensetzung des Co-Ferments. — Elementaranalyse. 
Alkalische und saure Hydrolyse. Isolierung des Nicotinsiureamids al 
Platinsalz. Isolierung des freien Nicotinséureamids. Qualitative: 
Nachweis des Nicotinséiureamids. Quantitative Bestimmung des Adenin 
und des Nicotinséureamids. Bestimmung des Aminostickstoffs nac} 
van Slyke (Mikro-van Slyke)-Pentose-Bestimmung nach W.S. Hoffmann. 
Molekulargewicht. Zusammenfassung. 

Kapitel V: Reversible Hydrierung des Co-Ferments durch Hexosemono 
phosphorsdure. —- Manometrische Messung der Hydrierung. —- Manometrisch« 
Messung der Dehydrierung. Wasserstoffkapazitat. Kigenschaften des 
reversibel hydrierten Co-Ferments. Fallung des hydrierten Co-Ferments 
als Calciumsalz. 

Kapitel VI: Reversible Hydrierung des Co-Ferments durch Hydro 
sulfit. Manometrische Messung der Hydrierung. Manometrisch: 
Messung der Dehydrierung. Wasserstoffkapazitat. 

Kapitel VII: Jrreversible Hydrierung des Co-Ferments durch Platin 
und Wasserstoff. Manometrische Messung der Hydrierung. — Berechnung 
des Nicotinsiureamidgehalts aus dem Hydrierwert. 

Kapitel VILL: Ultraviolett-Spektrum des Co-Ferments. Absorptions 
koeffizient. Adenin und Nicotinsaéureamid. Nicht hydriertes Co 
Ferment. Durch Hexosemonophosphorsiure hydriertes Co-Ferment. 
Durch Hydrosulfit hydriertes Co-Ferment. Durch Platin und Wasser 
stoff hydriertes Co-Ferment. 

Kapitel IX: Der wasserstofftibertragende Bestandteil des Co-Ferments. 
Inaktivierung des Co-Ferments durch Hydrierung mit Platin und Wasse1 
stoff. Hydrierung des reversibel hydrierten Co-Ferments mit Platin und 
Wasserstoff. — Der wasserstoffiibertragende Teil des Pyridinrings. — Basen 
bestimmung in reversibel hydriertem Co-Ferment. 


I. Uber das Substrat und die Endprodukte der Oxydation im Fermentsystem. 

In allen Versuchen mit dem Fermentsystem 

gelbes Ferment + Zwischenferment + Co-Ferment 

war das Substrat Hexosemonophosphorsiure, und zwar Robisonester. 
Hexosediphosphorsaéure und Neuberg-Ester sind, da sie kaum reagieren, 
als Substrate unbrauchbar. 

Der Robisonester war iiber das kristallisierte Caleiumsalz! 

(CgH,,PCaO, + H,O, Mol.-Gew. 316) 
gereinigt. Bei der Aldosebestimmung nach /. Mc Leod und R. Robison * 
verbrauchten 3,54mg Calciumsalz (= 11. 10-3 Millimole) 3,10 cem 
n/200 Jodlésung (= 15,5. 10°3 Millimole). Da 1 Molekiil freie Aldose 
2 Atome Jod verbraucht, war der Aldosewert unserer Substanz 
15,5. 10-3 


~-100 = 69%. 
2.11.10 


1 QO. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 254, 438, 1932. - 
M. Mac Leod u. R. Robison, Biochem. J. 28, 517, 1929. 
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Da ferner der Aldosewert von reiner Aldosemonophosphorsaure nach 
R. Robison kleiner als 100 % ist, so bestand unsere Substanz vorwiegend 
aus Aldosemonophosphorsaure. 

Zur Verwandlung des Calciumsalzes in das Kaliumsalz wurden 
4g Calciumsalz mit 40 ccm Wasser und 2,33 g Kaliumoxalat (K,C,O, 
+ H,O, Mol.-Gew. 184) verrieben. Nach 30 Minuten wurde zentri- 
fugiert und in der iiberstehenden Fliissigkeit der Phosphor kolori- 
metrisch bestimmt. 


Totaler Sauerstoffverbrauch und Wasserstoffperoxydbildung. 
Um die Hexosemonophosphorsaure-im Fermentsystem vollstandig 
mi oxydieren, geben wir in den Hauptraum eines kegelférmigen Meb- 
gefiBes weniger Hexosemonophosphorsiure und mehr Co-Ferment, 
als bei der Bestimmung des Co-Ferments, damit der Endwert schneller 
erreicht wird; ferner weniger Zwischenferment, damit méglichst wenig 
Wasserstoffperoxyd katalatisch zersetzt wird. Selbst das reinste 
Negeleinsche Zwischenferment enthielt noch Spuren Katalase!. 


Tabelle L. 


38°. Gasraum Sauerstoff. Einsatz 0,2 cem 5° ,ige Kalilauge. 





Gefaib 1 Gefah 2 
ilauptraum 0,04 mg Zwischenferment 
1,35 , Hexosemonophosphorsaure 
(als K-Salz) = 0,16 mg Phos- Wie Gefab 1, 
aber die fiinffache 


grad 1 
2,3eem Wasser 
Birne I 10-8 Mole gelbes Fermentin0,25cem | . Meter 
Wasser { Wie GefiB 1 
Birne II 0,leem Katalaselésung 


phor 
0,01 , Co-Ferment vom Reinheits- | Menge Co-Ferment 


Nach Einkippen des gel- 
ben Ferments: 
in80 Min. . . . . . > —101emm Og, dann konstant —101lemm Ox, 
Nach Einkippen der Kata- dann konstant 
lase: 
miewmm 2... |} oe! yg ; . + 45emm Os, 


dann konstant 


Sauerstoffverbrauch nach —101 + 45 
Zersetzung des Wasser- |} — 101 + 44 — 57emm Og ‘ 


— 56cmm 0, 
stoff peroxyds 


Mole O, verbraucht 0,49 
Mole Substrat oxydiert 
Mole Hy 0, gebildet on 
- : O77 
Mele Substrat oxydiert 
1 Rohe Zwischenfermentlésungen aus Hefe enthalten viel Katalase. 
Deshalb fanden A. Bertho u. B. v. Zychilinski (Liebigs Ann. 512, 81, 1934) 
das bei der Oxydation im Fermentsystem gebildete Wasserstoffperoxyd 
nicht. 
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Die kegelférmigen GefaBe sind mit zwei Ansatzbirnen versehe: 
In die eine Birne geben wir gelbes Ferment, in die andere Blutkatalas 
(2 Tropfen mit dem hundertfachen Volumen Wasser geléste rote Ratter 
blutzellen). Der Gasraum enthalt Sauerstoff, die Temperatur ist 38° 

Zuerst holt man das gelbe Ferment in den Hauptraum heriibe: 
und schiittelt, bis kein Sauerstoff mehr verbraucht wird. Dann holt 
man die Katalase in den Hauptraum heriiber und schiittelt, bis kein 
Sauerstoff mehr entwickelt wird. 

Naheres findet man in Tabelle 1. War die Oxydation zu End 
so enthielt die Lésung pro Molekiil oxydierter Hexosemonophospho1 
saure 0,77 Molekiile Wasserstoffperoxyd. Der Sauerstoffverbrauch 
betrug nach der katalatischen Zersetzung des Wasserstoffperoxyd: 
genau 0,5 Molekiile pro Molekiil oxydierter Hexosemonophosphorsaure. 
Dali etwas zu wenig Wasserstoffperoxyd gefunden wird, riihrt entwede: 
von einer Zersetzung durch Katalase des Zwischenfermentpraparats 
her oder von der Nebenreaktion 


Leukoferment + Wasserstoffperoxyd = gelbes Ferment + Wasser. 


Phosphohexonsdure. 

Nach dem Sauerstoffverbrauch war zu erwarten, daB bei dei 
Oxydation der Hexosemonophosphorsiure im Fermentsystem Phospho 
hexonsiaure entsteht, eine Saure, die R. Robison und EL. J. King! durch 
Oxydation des Robison-Esters mit Brom erhalten und vor einigen Jahren 
beschrieben haben. 

Um die Phosphohexonsaure zu isolieren, machten wir folgenden 
Ansatz: 

50 cem 04° ige NaHCO,-Lésung ; 

5eem einer Lésung von hexosemonophosphorsaurem Kalium, 
die 44mg Phosphor enthielt: 

5ecm einer Lésung des reinen®?, von H. Theorell hergestellten 

gelben Ferments, die 30.108 Mole Ferment  enthielt; 

10 cem Zwischenfermentlésung, die 2mg Trockensubstanz enthielt : 

2,5 mg Co-Ferment vom Reinheitsgrad 1. 


Durch die Mischung wurde bei 38° 3 Stunden 5% CO,-Sauerstoff 
geleitet. Sie roch dann etwas nach Acetaldehyd. Mit 18 cem 50 %iger 
Trichloressigsiurelésung wurde das Eiwei®B ausgefallt, das nach ein- 
stiindigem Stehen im Eisschrank abzentrifugiert wurde. Dann wurden 
3cem 1/, mol. Bariumacetatlésung und 4 ccm 13fach n Natronlauge 


' R. Robison u. E. J. King, Biochem. J. 25, 323, 1931; auch M. Mac 
Leod u. R. Robison, ebenda 27, 286, 1933. — # Wiirde man in diesem Falle 
mit dem rohen gelben Ferment arbeiten, so wiirde bei der Fallung det 
Bariumsalze mit Alkohol Hefegummi mitfallen. 
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(Phenolphthalein rosa) zugefiigt, wobei ein geringer Niederschlag 
entstand, der abzentrifugiert und nicht untersucht wurde. Durch Zusatz 
des gleichen Volumens Alkohol fiel die Hauptmenge der Phosphor- 
hexonsaure als neutrales Bariumsalz. Der Niederschlag wurde mit wenig 
50% igem Alkohol gewaschen und in 15 cem Wasser gelést. Die Lésung 
wurde mit n Bromwasserstofflésung eben kongosauer gemacht. Mit 
dem fiinffachen Volumen Alkohol fiel dann das saure Bariumsalz der 
Phosphohexonsaure. Es wog 320 mg. W. Liittgens fand bei der Analyse 
[rocknen im Hochvakuum bei 60° 


r 


nach sechsstiindigem 





H P Ba 


ber. a 2.68 7,54 33.5 


(5H, PBa Oo (Mol-Gew. 411) 0r 271 798 319 


Bei der Aldosebestimmung nach MW. Mac Leod und R. Robison (1. ¢.) 
verbrauchte das Bariumsalz kein Jod. 
80mg Bariumsalz wurden mit 2,61.cem Wasser und 0,39 cem 
nH,SO, zerlegt. Die vom Bariumsulfat abzentrifugierte Lésung, 
die 2mg Phosphor pro cem enthielt, drehte im 1-dm-Rohr Licht der 
Wellenlange 546 mu: + 0,01°, nach zweistiindigem Erwairmen auf 70°: 
0,289, woraus folgt 
[ajbacton — + 15,69. 
046 mu 
Oxydierten wir unsere Hexosemonophosphorsaure statt im Ferment- 
system mit Brom nach R. Robison und £.J. King (1. ¢.) zu Phosphohexon- 
siure, so fanden wir 


faye L 17.40 
46 mu 


Ve rgaruny der Phosphohe wonsaure. 

Gibt man Phosphohexonsaure, die durch Oxydation im Ferment- 
system oder durch Oxydation mit Brom aus Hexosemonophosphor- 
siure entstanden ist, zu Lebedew-Saft. so wird sie vergoren. Dabei 
ist die Geschwindigkeit der Kohlenséureentwicklung kleiner als bei der 
Vergarung der Hexosemonophosphorsiure oder der Glucose, aber 
von derselben GréBenordnung. Die Endwerte an entwickelter Kohlen- 
siure sind fiir Phosphohexonsiure, Hexosemonophosphorsaiure und 
Glucose etwa gleich. 

Das unerwartete Verhalten der Phosphohexonsaure zu Lebedew- 
Saft erklaren wir durch die Annahme, dal Phosphohexonsaure in 
Lebedew-Saft zunaichst zu Hexosemonophosphorsaure reduziert wird. 
Dann ware Phosphohexonsaure die oxydierte Form eines Katalysators, 
dessen reduzierte Form die Hexosemonophosphorsaure ware. 

Zur Messung der Garung geben wir in den Hauptraum kegelformiger 
GefaBe 2 cem Lebedew-Saft (aus Hefe der Brauerei SchultheiB-Patzen- 
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hofer), in die Birnen je !/;99 Millimol der zu priifenden Saure. Ist (nach 
etwa 30 Minuten) die Selbstgérung des Saftes beendet, so holen wir dik 


Sauren in die Hauptraume heriiber. Naheres findet man in Tabelle I] 


Tabelle Il. 20°. Gasraum Luft. 





(1) (2) (3) (4) (5) 


Hauptraum 2cem 
Lebedew-Saft | 
(py etwa | 
5,6) 
Birne: 1/199 Millimol Litoo Millimol | 1/,99 Millimol 1/499 Millimol 0,2 cem 
Glucose Hexosemono- Phospho- Phospho- Wasser 
(1,8 mg) phosphorsiure hexonsiure, hexonsdure, 
durch durch 
| Oxydation mit Oxydation im 
Brom erhalten Fermentsystem 
erhalten 
(0,31 mg (0,31 mg (0,31 mg 
Phosphor) Phosphor Phosphor) 


Wie (1) Wie (1) Wie (1) Wie (1) 


emm (QO, emm CO, emm CO» emm CO, emm CO, 


Nach Kin- 

kippen in 
20 Min. 294 + 246 + 124 + 152 
60, 326 +- 298 + 305 + 340 
0, |. 326 + 298 + 305 + 350 


II. Quantitative Bestimmung des Co-Ferments. 
Prinzip. In dem System 
Sauerstoff + gelbes Ferment + Zwischenferment + Co-Ferment 
Hexosemonophosphorsaure 
messen wir die Geschwindigkeit der Oxydation manometrisch, unter 
Bedingungen, unter denen die Geschwindigkeit proportional der Kon- 
zentration des Co-Ferments ist. Mit dem zu priifenden Praparat wird 
das Standardpraparat gemessen. Ist W die Wirkung, die m mg des zu 
priifenden Praparats erzeugen und W, die Wirkung, die my mg Standard 
erzeugen, so ist der Reinheitsgrad R des zu priifenden Praparats 
Wm 


a ian a 


Wo om 


Standardpriparat war unser reinstes Co-Ferment, das durch die 


emm H, 


Wasserstoffkapazitat 30 chemisch definiert ist. Nach 


mg Substanz 
obiger Gleichung ist der Reinheitsgrad des Standardpraparates gleich 1: 
die Reinheitsgrade der iibrigen Co-Fermentpraparate liegen zwischen 
0 und lL. 

Wir geben im folgenden an, wie man die Priiflésungen herstellt 
und wie man das Priifsystem (vgl. Tabelle III) zusammensetzt. Zur 
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besseren Ubersicht schicken wir voraus, wieviel Mole das Priifsystem 
pro GefaB von jeder Molekiilart ungefahr enthalt: 

Gelbes Ferment: 10 . 10-* Mole. 

Zwischenferment: 3 . 10-® Mole (Mol.-Gew. = 70 000 angenommen). 

Hexosemonophosphorsaure : 51000 . 10°® Mole. 

Ohne Co-Ferment ist diese Mischung reaktionslos. Zusatz von 
3,4.10-® Molen Co-Ferment (2,5 y) bewirkt, daB pro Minute 33 . 3,4 
_ 10-8 Mole Sauerstoff (2,5emm O,) verbraucht werden. 

Man sieht daraus, daB die Konzentration jeder der drei Komponenten 
unseres Fermentsystems sehr klein ist gegen die Konzentration des 
Substrats, wie es in einem wahren katalytischen System sein mubB. 


Priflosungen. 


Gelbes Ferment. 1 g des rohen, mit Chloroform gereinigten Ferment- 
praparats! wird in 10cem Wasser gelést, die Lésung wird auf einer 
hochtourigen Zentrifuge klar zentrifugiert. Die Konzentration ¢ an 
gelbem Ferment in dieser Lésung wird lichtelektrisch durch Messung 
der Absorption der Wellenlinge 465 my bestimmt nach der Gleichung 


1 a ig a | 
d Bp iy 

wo d der Lichtweg in cm ist und / der Absorptionskoeffizient, dessen 

Wert? 2,4. 107 qem/Mole ist. 

Nach dem Ergebnis der lichtelektrischen Messung verdiinnt man 
die Fermentlésung so mit Wasser, dab c = 4,0. 10-8 Mole/eem wird. 
0,25 cem dieser Lésung, die also 10-8 Mole gelbes Ferment enthalten, 
fiillen wir in die Birnen der kegelférmigen GefiBe. 

Im Eisschrank aufbewahrt, ist die Lésung des gelben Ferments 
haltbar. 

Zwischenferment. 2mg des Negeleinschen Praparats wird in 10 cem 
Wasser gelést. 1 cem dieser Lésung (— 0,2 mg Substanz) fiillen wir in 
den Hauptraum der kegelférmigen GefaBe. Die Lésung wird im Kis- 
schrank aufbewahrt. Sie muB jeden zweiten Tag frisch hergestellt werden. 

Co-Ferment-Standard. Img Co-Ferment des Reinheitsgrades | 
(Wasserstoffkapazitat 30) wird in 20cem Wasser gelést. 0,05 cem 
(= 0,0025 mg) und 0,1 cem (0,005 mg) werden in die Hauptraume vor 
zwei kegelférmigen GefiBen eingefiillt. Im Eisschrank aufbewahrt, 
ist die Co-Fermentlésung haltbar. 

Hexosemonophosphorsdure. Loésung von  hexosemonophosphor- 
saurem Kalium. Ihre Bereitung ist am Anfang des Kapitels I be- 


ccm |. 


'O.Warburg u.W. Christian, diese Zeitschr. 266, 377, 1933. — 7H. Theerell, 
ebenda 278, 263, 1935. 
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schrieben. 1 cem Lésung soll etwa 8 mg Phosphor enthalten. 0,2 ccm 
Lésung (= 1,6mg Phosphor) werden in den Hauptraum der kege! 
formigen GefaiBe eingefiillt. Im Eisschrank aufbewahrt, ist die Lésung 
haltbar. 

Kaliumcyanidlésung. m/20 KCN-Lésung. 0,2 cem werden in den 
Hauptraum der kegelférmigen GefaBe eingefiillt. Dient zur Vergiftung 
von Katalase, die in Zwischenferment als Verunreinigung vorkommt. 


Tabelle III. Priifung eines Co-Ferment-Praparats A. 
38°. Gasraum 5 °/, CO,-O,. Einsatz: 0,2 cem 5°%ige Kalilauge. 





(1) (2) (3) (4) 


) » +4 Tey = Ps , mn 
9,2 » re + 0,0025mg + 0,005mg | Wie (1), aber 

alien . Co-Ferment Co-Ferment 0,01 mg 
0.2 Zwischen- vom vom Co-Ferment 
oi Be iavivent Reinheits- Reinheits- praparat .1 
0,2 , n/20 KCN-Lsg. yee gran 3 


Birne 10-8 Mole gelbes Fer- 
ment in 0,25 ecm 
Wasser 


Hauptraum 3 com H,0 | Wie (1), aber Wie (1), aber 


emm Op» emm Op» emm Op» emm O, 


Vor Einkippen des 
gelben Ferments 
in 10 Min. 
Nach Einkippen des 
gelben Ferments 
me: 2039s kas 0 25 = KO 


Der Reinheitsgrad R des Co-Fermentpriparats A war also 
pW. mo 85 0,002 85 0,005 45 
Wy m 2p $OSi 50 «(0.01 ies 
III. Isolierung des Co-Ferments aus roten Pferdeblutzellen. 

Wir beschreiben in diesem Kapitel das Verfahren, mit dem wir 
das Co-Ferment aus roten Blutzellen in denen sein Reinheitsgrad 
ungefaihr 0,00005 ist bis zum Reinheitsgrad 1 gereinigt haben. 

Das Verfahren besteht aus fiinf Schritten, deren Reihenfolge ein- 
gehalten werden muB. Es ist sehr oft mit dem fiir jeden Schritt gleichen 
Erfolg wiederholt worden und ist eine von Zufalligkeiten unabhangige 
Isolierungsmethode. 

Um das Verfahren zu verstehen, muB man wissen, dal} das Co- 
Ferment bestindig gegen Séuren und unbestandig gegen Alkalien ist!. 
In n/10 Salzsiure, Schwefelséure oder Salpetersdiure kann es bei Zimmer- 
temperatur viele Stunden und bei 0° viel langer ohne Verlust an Wirkung 


' In der Form, in der es zur Isolierung vorliegt. In der hydrierten Form 
sind die Stabilitatsbedingungen andere (vgl. Kapitel V). 
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aufbewahrt werden, wahrend n/10 Natronlauge die katalytische Wirk- 
samkeit bei Zimmertemperatur in | Stunde vernichtet!. 

Vorausgeschickt sei ferner, da das Co-Ferment aus einigermaben 
reinen Lésungen, selbst wenn die Verdiinnung 1: 100000 ist, durch 
Mercuriacetat vollstandig gefallt wird; dab aber viele Salze die Emp- 
findlichkeit dieser Reaktion herabsetzen oder die Reaktion sogar vdllig 
verhindern. Zu den stérenden Salzen gehéren Natriumacetat und 
Natriumehlorid, zu den nichtst6érenden Salzen Bariumacetat und 
Caleiumacetat. 

Wir haben die Co-Fermentpraparate iiber Kaliumhydroxyd und 
Schwefelsaure im Vakuum-Exsikkator getrocknet, aber sie nicht iiber 
Schwefelsiure, sondern iiber Natronkalk aufbewahrt. Die katalytische 
Wirksamkeit blieb jahrelang unverandert. 


1. Schritt. Acetonextrakt. 

Pferdeblut wird zentrifugiert, die Zellen werden 3 mal mit 0,9 °,iger 
Kochsalzlésung gewaschen und dicht zusammenzentrifugiert. LOO Liter 
Zellen werden mit 200 Litern Wasser cytolysiert und sofort nach der 
Cytolyse mit 300 Litern Aceton gefallt. Der Niederschlag wird ab- 
zentrifugiert, die iiberstehende Fliissigkeit, die das Co-Ferment enthilt, 
wird mit einem ihr gleichen Volumen Aceton versetzt, der Niederschlag 
wird durch Faltentilter abgetrennt. Das Filtrat, das das Co-Ferment 


enthalt, wird unter vermindertem Druck auf !/, seines Volumens ein- 
geengt, wobei das Aceton bis auf einige Prozente entfernt wird. Das 
Volumen des ,,Acetonextraktes*‘ betragt dann etwa 220 Liter. 


2. Schritt. Fraktionierung mit Mercuriacetat. 

Prinzip. Gibt man zu der schwach essigsauren Lésung des Aceton- 
extraktes Mercuriacetat, so fallt zunichst ein Niederschlag, der viel 
Substanz, aber fast kein Co-Ferment enthalt. Mit mehr Mercuriacetat 
fallt aus dem Filtrat alles Co-Ferment. Die zur Fraktionierung 
geeigneten Mengen Mercuriacetat werden durch eine Vorprobe 
ermittelt. 

Vorprobe. Zu 50 cem Acetonextrakt gibt man 0,1 cem 2fach normale 
Essigséure, wodurch die Reaktion schwach lackmussauer wird, dann 
leem 10%iges Hg-Acetat, wodurch Fraktion I fallt, die abzentrifugiert 
wird. Zugabe von Il cem Hg-Acetat und Zentrifugieren werden noch 
dreimal wiederholt, so da&8 man vier Fraktionen erhalt, die getrennt 
in Wasser suspendiert und mit Schwefelwasserstoff zerlegt werden. 
Nach der Zerlegung mit Schwefelwasserstoff und Waschen der HgS- 


1 Quantitative Angaben iiber die Geschwindigkeit der Zerst6rung findet 
man in dieser Zeitschr. 274, 112, 1934. 
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Niederschlige mit Wasser wird jedes Filtrat auf 25 ccm aufgefiill' 
Die Priifung der vier Filtrate ergibt z. B.: 
0,5 cem der Fraktion I verbrauchen in 10 Minuten 1,2 emm O, )summe634emn 
05... a . Il : , 10 ; f : O |"Os:dureh 2 cc 
os “ " “ 2° Filtrat. Sumny 
0,90 ” ” ” Ill ” 10 9 O2| der 4 Filtrat: 
0,5 » » av 1 »o @ == ee com 
0,0038 mg Co-Ferment vom 
Reinheitsgrad IT... . ,, is 20 
Die Hauptmenge des Co-Ferments war also in den beiden mittleren 
Fraktionen. 
In 50cem Acetonextrakt war 


He 


4 
-0,0038 -50 = 0,268 mg Co-Ferment vom Reinheitsgrad 1, 


0 


in 220 Litern Acetonextrakt al o 


220) ? 


cae ‘0,268 = 1180 mg Co-Ferment vom Reinheitsgrad 1. 

Vorschrift. Zu 220 Litern Acetonextrakt (aus 100 Litern Pferdeblut- 
zellen) gibt man 0,44 Liter zweifach normale Essigséure und 4,4 Liter 
10%ige Hg-Acetatlésung, entfernt den Niederschlag, der sehr wenig 
Co-Ferment enthalt, mit der Sharpless-Zentrifuge und fallt die Lésung 
mit 12 Litern 10 °,igem Hg-Acetat. Nach etwa 12 Stunden, wenn sich der 
Niederschlag gesenkt hat, wird die iiberstehende Fliissigkeit abgehebert 
Der Niederschlag, der das Co-Ferment enthalt, wird dicht zusammen- 
zentrifugiert, in 2 Litern Wasser zerteilt und mit Schwefelwasserstoff 
auf der Schiittelmaschine zerlegt. Das Quecksilbersulfid wird abzentri- 
fugiert und dreimal mit Wasser gewaschen. Das Filtrat vom Hgs 
und das erste Waschwasser fallt man mit dem 3!/,fachen Volumen 
Aceton, 1aBt einige Stunden stehen, zentrifugiert und wascht den 
Niederschlag, der das Co-Ferment enthalt, auf der Zentrifuge mit reinem 
Aceton. Dies ist Fraktion A. 

Die Mutterlaugen der Acetonfillung und das zweite und dritte 
Waschwasser des HgS dampft man unter vermindertem Druck auf 
300 cem ein, fallt mit dem 3!/,fachen Volumen Aceton, list den Nieder- 
schlag, der viel Co-Ferment enthalt, in 5 Litern Wasser, fallt mit 
0,27 Litern 10%igem Hg-Acetat, zerlegt den Niederschlag wie oben 
mit Schwefelwasserstoff, engt das Filtrat des HgS und die Waschwasser 
unter vermindertem Druck auf 20 ccm ein, fallt mit dem 3!/,fachen 
Volumen Aceton das Co-Ferment und wascht den Niederschlag auf 
der Zentrifuge mit reinem Aceton. Dies ist Fraktion B. 

Aus 220 Litern Acetonextrakt (100 Litern Pferdeblutzellen) wurden 
so erhalten: 

4740 mg Fraktion A vom Reinheitsgrad 0,17, 
1250 mg Fraktion B vom Reinheitsgrad 0,11, 
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zusammen also 5990 mg Co-Ferment vom mittleren Reinheitsgrad 0,157 
oder 943 mg vom Reinheitsgrad 1. 
Der Verlust an Co-Ferment bei diesem Schritt betrug 


1180 — 943 
———-—— -]00 = 20%. 


3. Schritt. Abtrennung der in Wasser schwerléslichen Bariumsalze. 


Prinzip. Phosphorsaures Barium und die Bariumsalze von Kérpern 


wie Diphosphorglycerinsaure, sind in Wasser schwer léslich, das Barium- 


salz des Co-Ferments ist in Wasser leicht léslich, wird aber aus seiner 
wasserigen Lésung durch Alkohol gefallt. Um aus dem Bariumsalz 
das freie Co-Ferment zu gewinnen, fallt man die wasserige Lésung des 
Bariumsalzes mit Mercuriacetat und zerlegt das Quecksilbersalz mit 
Schwefelwasserstoff. Mit Aceton fallt aus dem Filtrat des HgS das 
(‘o-Ferment. Es enthalt meistens etwas Barium. 

Vorschrift. 5990 mg Co-Ferment vom mittleren Reinheitsgrad 0,157 
(aus 220 Litern Acetonextrakt, aus 100 Litern Pferdeblutzellen) werden 
in 500 cem Wasser gelést und mit 53ccem 22°,igem Bariumacetat 
gefallt. Der Niederschlag wird abzentrifugiert und mit 50 ccm einer 
2% igen Bariumacetatlésung gewaschen. Die iiberstehende Fliissigkeit, 
die das Co-Ferment enthalt, und die Waschfliissigkeit werden vereinigt 
und mit kaltgesattigter Barytlésung versetzt, bis die Farbe der Fliissig- 
keit in Gelb umschlagt (pu etwa 9), wozu etwa 50 ccm Barytlésung 
notwendig sind. Es entsteht ein zweiter Niederschlag von Co-ferment- 
freien Barytsalzen, der abzentrifugiert und mit 50 cem 2° ,igem Barium- 
acetat gewaschen wird. Die iiberstehende Fliissigkeit, die das Co- Ferment 
enthalt, wird mit der Waschfliissigkeit vereinigt und mit dem dreifachen 
Volumen Alkohol versetzt, wodurch das Bariumsalz des Co-Ferments 
(mit anderen Barytsalzen) niedergeschlagen wird. Man list den Nieder- 
schlag in 1 Liter Wasser, fallt das Co-Ferment mit 7 g Mercuriacetat, 
zentrifugiert, wascht mit 0,5 °,igem Hg-Acetat, suspendiert den Nieder- 
schlag in Wasser, zerlegt ihn mit Schwefelwasserstoff, zentrifugiert das 
HgS ab, wascht es mit Wasser, dampft das Filtrat vom HgS und die 
Waschwasser unter vermindertem Druck auf 20 cem ein, fallt das Co- 
Ferment mit dem dreifachen Volumen Aceton und wascht es auf der 
Zentrifuge mit reinem Aceton. 

Aus 5990 mg Co-Ferment vom mittleren Reinheitsgrad 0,157 
wurden so 2000 mg Co-Ferment vom Reinheitsgrad 0,322 erhalten 
= 644 mg Co-Ferment vom Reinheitsgrad 1. 

Der Verlust an Co-Ferment bei diesem Schritt betrug 


949 —- 644 
- 500 ='32%. 
940 


Biochemische Zeitscbrift Band 282. 
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!. Schritt. Fdllung mit Essigester aus salzsaurem Methanol. 

Prinzip. Das Co-Ferment ist in Methanol vollstandig unléslich 
list sich aber, wenn der Alkohol eine starke Saure enthalt (Salzsaure. 
Schwefelsaure, Toluolsulfosiure, Naphthalinsulfosaure usw.). Ist di: 
Saure nicht zu stark und die Temperatur niedrig, so tritt in der saure) 
alkoholischen Lésung, die méglichst wasserfrei sein soll, keine In 
aktivierung des Co-Ferments ein. Aus der sauren alkoholischen Lésung 
schlagt Essigester das Co-Ferment nieder, wihrend Begleitsubstanzen, 
vor allem Adenylsaure, in Lésung bleiben. Saures Methanol ist das einzigx 
organische Lésungsmittel, in dem wir das Co-Ferment lésen konnten 

Vorschrift. 500 mg Co-Ferment vom Reinheitsgrad 0,322 werden 
bei 0° mit Methanol, das in bezug auf Salzsiiure n/10 ist, verrieben, 
wobei sich, wenn das Methanol hinreichend wasserfrei ist, fast alles lést. 
Ein geringer Rest wird schnell abzentrifugiert, die iiberstehende Lésung 
wird sofort mit dem dreifachen Volumen eiskaltem Essigester gefallt 
Der flockige Niederschlag wird abzentrifugiert und auf der Zentrifuge 
dreimal mit Essigester gewaschen, wobei darauf zu achten ist, daB der 
Niederschlag beim Aufwirbeln mit Essigester jedesmal fein zerteilt 
wird. Man trocknet im Vakuum-Exsikkator iiber Schwefelsaéure und 
Kaliumhydroxyd. 

Aus 2000 mg Co-Ferment vom Reinheitsgrad 0,322 (aus 100 Litern 


Pferdeblutzellen) = 644 mg Co-Ferment vom Reinheitsgrad 1 wurden 
erhalten: 1150mg Co-Ferment vom Reinheitsgrad 0,52 = 600 mg 
Co-Ferment vom Reinheitsgrad 1. 

Der Verlust an Co-Ferment bei diesem Schritt betrug also 


644 — 600 
———-100 = 7%. 


644 


5d. Schritt. Fraktionierung mit Bleiacetat, 

Prinzip. Aus einer Lésung des Co-Ferments in wasseriger normaler 
Essigsaure fallt iberschiissiges Bleiacetat Verunreinigungen und einen 
Teil des Co-Ferments. Aus der Mutterlauge dieser Fallung schlagt 
Alkohol weitere Bleisalze, vermischt mit dem Bleisalz des Co-Ferments, 
nieder. Aus der Mutterlauge der Alkoholfallung scheidet sich bei 0° lang- 
sam ein kérniges Bleisalz ab, das nicht kristallinisch, aber das reinste 
Co-Ferment ist, das wir erhalten haben. 

Vorschrift. 1000 mg Co-Ferment vom Reinheitsgrad 0,52 werden 
in 200 cem wiasseriger n Essigséure bei Zimmertemperatur gelést. 
Durch 32 ccm mol. Bleiacetatlésung entsteht ein Niederschlag. Man stellt 
eine Stunde in Eiswasser, zentrifugiert bei 0° und erhalt Fraktion | 
der Bleisalze. 

Die Mutterlauge der Fraktion I erwirmt man auf 30°. Dann gibt 
man unter Schiitteln in feinem Strahl 60 ecem Alkohol hinzu, wobei 
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cin Niederschlag fallt, der abzentrifugiert wird (die Temperatur fallt 
wahrend des Zentrifugierens auf etwa 20°). Dieser Niederschlag ist 
Fraktion IT der Bleisalze. 

Fraktion III der Bleisalze erhalt man, indem man die Mutterlauge 
der Fraktion II 17 Stunden in den Eisschrank stellt und das aus- 
yeschiedene Pulver bei 0° abzentrifugiert. 

Die Mutterlauge der Fraktion II] erwairmt man aut 30°, gibt unter 
Schiitteln in fenmem Strahl 120 cem Alkohol hinzu, wobei die Fliissigkeit 
klar bleiben soll oder sich nur eben triiben darf. Man stellt in den Eis- 
schrank und zentrifugiert Fraktion IV der Bleisalze nach 17 Stunden 
bei 0° ab. 

Die Bleisalze werden nicht gewaschen. Man vereinigt die Frak- 
tionen I und II (da eine getrennte Verarbeitung nicht lohnt) und gewinnt 
folgendermaBen aus den nunmehr drei Teilen das freie Co-Ferment: 
Jeder Teil wird mit 10 cem Wasser fein zerschiittelt. Dann wird mit 
Schwefelwasserstoff zerlegt, zentrifugiert und das Schwefelblei einmal 
mit 5cem Wasser und zweimal mit 5 ccm n/10 Salpetersiure gewaschen 
(beim Waschen mit Wasser wiirde das Schwefelblei kolloidal werden). 
Die Zersetzungs- und Waschflissigkeiten filtriert man in je 125 ccm 
eiskalten Alkohol, gibt etwa 2ccem zweifach normale Salpetersdiure 
hinzu, damit die Alkoholfiallung flockig wird, dann noch je 50 cem Ather, 
zentrifugiert die ausgetallenen Niederschlage und wascht sie auf der 
Zentrifuge griindlich (Entfernung der Salpetersiure!) mit absolutem 
Alkohol. 

Aus 1000mg Co-Ferment vom Reinheitsgrad 0,52 — 520 mg 
Co-Ferment vom Reinheitsgrad 1 wurden erhalten: 


In Fraktion I und II 131 mg vom Reinheitsgrad 0,623 | 419 mg 
a II] 261 ,, a ‘3 1,0 
IV WO) <, 


vom Reinheits- 
Me 1.0 grad 1}. 


Der Verlust bei diesem Schritt betrug 
520 — 419 


‘ Hy O 
500 100 = 20%. 


Will man die Ausbeuten dieses Schrittes auf 100 Liter Pferdeblut- 
zellen umrechnen, so hat man sie mit 1,15 zu multiplizieren, da man aus 
100 Litern Pferdeblutzellen 1150 mg Co-Ferment vom Reinheitsgrad 0,52 
erhalt. 


Zusammenfassendes tiber Ausbeuten und Reinheitsgrade. 

100 Liter Pferdeblutzellen liefern 220 Liter Acetonextrakt, die 
1180 mg Co-Ferment vom Reinheitsgrad 1 enthalten. Bei den auf die 
Acetonextraktion folgenden Schritten sind die Ausbeuten an Wirkung 
und die erzielten mittleren Reinheitsgrade : 
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Ausbeute an Wirkung Mittlerer Reinheitsgr 
2. Schritt (Fraktionierung der Hg-Salze) 80% 0,157 


4. (Kssigester-Alkohol) . . . 93 % 0,52 
0,90 


Big: Ron). ce 68 % 0,322 


»  y  (FraktionierungderPb-Salze) 80 % 


/O 


Hiernach ist die Ausbeute an Co-Ferment vom mittleren Reinheits- 
grad 0,9, aus dem Acetonextrakt, 


0,8 . 0,68 . 0,93 .0,80. LOO = 40,5 %. 


Die Ausbeute an Co-Ferment vom Reinheitsgrad 1 aus dem Aceton 
extrakt ist 33%. 

Die Co-Fermentbestimmung in den cytolysierten Blutzellen ist 
wegen der vielen Begleitstoffe so ungenau, daB wir keine Ausbeuten in 
bezug auf die Blutzellen angeben kénnen. Die erste genaue Co-Ferment- 
bestimmung ist im Acetonextrakt méglich, der jedenfalls die Haupt- 
menge des Co-Ferments der roten Blutzellen enthalt. Aus dem Co- 
fermentgehalt des Acetonextrakts berechnet man, daB / Liter roter 
Pferdeblutzellen mindestens 12 mg Co-Ferment (vom Reinheitsgrad 1) 
enthalt. 

Alkaloidsalze. 

Von anderen Verfahren, die wir versucht, aber in den endgiiltigen 
Arbeitsgang nicht aufgenommen haben, erwahnen wir die Reinigung iiber 
die Alkaloidsalze, die Phosphorwolframate und die Mercurosalze. Die 
Methoden, mit denen wir aus diesen Salzen das freie Co-Ferment zuriick 
gewinnen, sind wegen ihrer Einfachheit der Mitteilung wert. 

Die Alkaloidsalze des Co-Ferments sind in Wasser und auch in ver 
diinntem Alkohol und Aceton leicht léslich. Um das Co-Ferment aus den 
Salzen zuriickzugewinnen, l6ést man z. B. 50mg Brucinsalz in 200 ccm 
Wasser, fiigt so viel Mercuriacetat hinzu, daB die Lésung in bezug aut 
Mercuriacetat 2°,ig wird, zentrifugiert das ausgefallene Hg-Salz des Co- 
Ferments ab, wascht es mit 0,5° iger Hg-Acetatlésung und zerlegt das 
Hg-Salz mit Schwefelwasserstoff. Das Filtrat vom HgS verdampft man 
unter vermindertem Druck auf ein kleines Volumen, zentrifugiert nétigen 
falls ausgeschiedenes, vorher kolloidal geléstes HgS ab, fallt mit dem drei 
fachen Volumen Aceton und wascht den Niederschlag auf der Zentrifuge 
mit reinem Aceton. Das so gewonnene Co-Ferment gibt keine Brucin 
reaktion. 

Die iibliche Methode der Abtrennung der Alkaloide aus den Salzen 
(Fallen des Alkaloids mit Alkali oder Ausschiitteln der alkalischen Lésung) 
ware in diesem Falle gefahrlich, da das Co-Ferment alkalische Reaktion 
nicht vertrigt. 

Phosphorwolframate. 


Lést man 25 mg Co-Ferment vom Reinheitsgrad 0,5 bis 1,0 in 5 cem 
Wasser und gibt 0,4cem 20° ,ige Phosphorwolframséure hinzu, so fallt 
nichts. Macht man starker sauer, so entstehen Niederschlage, deren Meng 
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von der Aziditat und sehr wesentlich von der Temperatur abhangt. Z. B. 
erhalt man: 


eine Fraktion I, wenn H+ gleich 0,1 normal ist; 

eine Fraktion II aus der Mutterlauge von I, wenn H+ gleich 0,4 normal ist : 

eine Fraktion III, wenn man die Mutterlauge von Fraktion II auf 0° 
abkiihlt ; 

eine Fraktion IV aus der Mutterlauge von IJI, wenn man H+ bis auf 
0,7 normal steigert. 

Um aus den Salzen das freie Co-Ferment zuriickzugewinnen, lést man 
jede Fraktion in 2 cem Wasser, fallt mit dem vierfachen Volumen Aceton 
(wobei das Co-Ferment fallt und die Phosphorwolframséure in Lésung 
bleibt), laBt einige Stunden bei 0° stehen, zentrifugiert bei 0° klar und wascht 
den blattrigen Niederschlag auf der Zentrifuge mit reinem Aceton. Die so 
gewonnenen Co-Fermentpraparate geben mit Zink und Salzsiure keine 
Wolframreaktion. 

Die tibliche Methode der Abtrennung der Phosphorwolframsiaure ware 
in diesem Falle gefahrlich, da das Co-Ferment alkalische Reaktion nicht 
vertragt. Auch reiBt der phosphorwolframsaure Baryt Co-Ferment_ bei 
seiner Ausfallung mit. 

Mercurosalze. 


40 mg Co-Ferment werden in 2 cem n/10 Salpetersaure gelést und mit 
2cem 5 %iger Hg N O,-Lésung (in n/10 HNO,) versetzt. Es fallt ein Nieder- 
schlag, der sich beim Erwarmen auf 35° vermindert. Man zentrifugiert die 
Fraktion I ab, gieBt die noch warme tiberstehende Lésung in ein Zentrifugier- 
glas und kiihlt 1 Stunde mit Eiswasser, wobei Fraktion II als schwerer 
Niederschlag ausfallt, den man bei 0° abzentrifugiert. Ist das Co-Ferment 
vom Reinheitsgrad 1, so besteht Fraktion II aus regelmaBigen, stark licht- 
brechenden Kugeln. 

Um das freie Co-Ferment aus dem Mercurosalz zuriickzugewinnen, gibt 
man zu jeder Fraktion 2 ccm n/10 Salpetersdure, leitet Schwefelwasserstoff 
ein, zentrifugiert und gieBt die iiberstehende Lésung durch ein Faltenfilter 
in 10cem eisgekiihlten Alkohol. Sollte dabei das Co-Ferment kolloidal 
fallen, so gibt man zur Flockung noch einige Tropfen zweifach n Salpeter- 
saure hinzu, zentrifugiert und wascht mehrmals mit reinem Alkohol, bis zur 
vollstandigen Entfernung der Salpetersaure. 

War das Ausgangsmaterial vom Reinheitsgrad 0,6, so war Fraktion II 
vom Reinheitsgrad 0,8. 


IV. Zusammensetzung des Co-Ferments. 

Co-Ferment des Reinheitsgrades | ist sehr leicht léslich in Wasser, 
unléslich in Alkohol und Aceton und wird aus seiner wasserigen Lésung 
durch Alkohol oder Aceton gefallt. Sind die Co-Fermentlésungen 
verdiinnt, so ist die Fallung kolloidal: sie wird flockig bei Zusatz von 
etwas starker Saure (Salzsaure, Schwefelsaiure, Salpetersaure). 


Die wasserige Lésung des Co-Ferments bliut Kongopapier. | mg 


Co-Ferment, gelést in 0,5 eem Wasser, verbraucht 0,2 cem n 100 NaOH 


bis zam Umschlag von Methylorange und 0.4cem n 100 NaOH bis 
zum Umschlag von Phenolphthalein. 
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Das Co-Ferment dreht die Ebene des polarisierten Lichtes nac/ 
links. Fiir eine 3°,ige wasserige Lésung fanden wir 


[ox Ingo Ot laa 24,6° [a ]546 i 29,4°. 


Gibt man zu einigen Milligrammen Co-Ferment 2 cem Tryptophan 
reagens nach Pierre Thomas! und erhitzt 5 Minuten auf 100°, so entstelit 
eine braune Farbung, wie mit Muskeladenylsiure (mit Hefeadeny| 
siure ist die Farbung blaBgriin, mit Thymusnucleinsaure rot). 


Der Ring!, der an der Beritihrungsstelle einer wasserigen Co-Ferment 
lésung mit einer Lésung von /-Naphthol in konzentrierter Schwefe! 
saure entsteht, ist blau, wie mit Muskel- und Hefeadenylsaure (Thymus 
nucleinsdure gibt einen braunen Ring). 


Erhitzt man eine wasserige Co-Fermentlésung 60 Minuten au! 
100°, so gibt die Lésung Pyridinreaktion? mit Bromeyan und Sulfani! 
siure. Nichterhitztes (aktives Co-Ferment) gibt die Pyridinreaktion 
nicht. 


Elementaranalyse. 


Das im Vakuum iiber Schwefelsiure und Kaliumhydroxyd ge- 


trocknete Co-Ferment vom Reinheitsgrad | verlor im Hochvakuum in 
4 Stunden bei 60° 5,7° an Gewicht. 


Die Substanz war frei von Schwefel und Halogen und hinterlie(; 
bei der Verbrennung im Sauerstoffstrom keinen Riickstand. Fir dic 
im Hochvakuum getrocknete Substanz fand W.. Liittgens: 

4,581 mg: 5,713 mg CO,, 1,619mg H,O, C: 34,019, H: 3,95; 

4,519 mg: 5,580 mg CO,, 1,653 mg H,O, C: 33,68%, H: 4,09°): 

4,450 mg: 0,500 cem N (757 mm, 23,5°), N: 12,9%; 


4,800 mg: 40,65 mg Ammonium-Phosphorsiuremolybdat, P: 12,3 ° . 


Alkalische und saure Hydrolyse. 


Alkalische Hydrolyse. 50mg Co-Ferment vom Reinheitsgrad | 
werden in 50cem 2!/,%igem wiisserigen Ammoniak gelést und im 
Porzellantiegel 2'/, Stunden im Autoklaven auf 150° erhitzt. Dann 
ist der gesamte Phosphor als Phosphorsdure abgespalten. Die anderen 
bei der alkalischen Hydrolyse entstehenden Spaltungsprodukte haben 
wir nicht untersucht. 


Saure Hydrolyse. 50 mg Co-Ferment vom Reinheitsgrad 1 werden 
in 10cem n/10 Schwefelsiure 6 Stunden im siedenden Wasserbad 
erhitzt. Dann ist etwa 45% des Phosphors als Phosphorsaure ab 


' Pierre Thomas, Hoppe-Seyler 199, 10, 1931. — * J. W. Kulikow, 
Zeitschr. f. anal. Chem. 79, 452, 1930. 
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vespalten. Daneben enthalt die Flissigkeit zwei stickstoffhaltige Basen, 
\denin und Nicotinsdureamid. Die Summe ihres Stickstoffs ist gleich 
dem Stickstoff des Co-Ferments, wobei zu bemerken ist, daB der Stick- 
stoff nach Dumas, nicht nach Kjeldahl, zu bestimmen ist. Denn der 
Ringstickstoff des Nicotinsiureamids kann nach Ajeldahl nicht be- 
stimmt werden. 


Tsolierung des Nicotinsdureamids als Platinsalz. 

Wir haben das Nicotinsaiureamid bei der Hydrolyse von Co-Ferment 
des Reinheitsgrades 0,4 entdeckt und beschreiben zunichst die dabei 
befolgte Methode. Ist das Co-Ferment reiner, so sind die Isolierungs- 
methoden einfacher. 


400 mg Co-Ferment vom Reinheitsgrad 0,4 werden in 100 cem 
n/l0 Schwefelsiure gelést und 6 Stunden im siedenden Wasserbad 
erhitzt. Man fallt das Adenin mit 25 cem 1 %igem Silbersulfat, wascht 
den Silberniederschlag einmal mit 25 cem n/10 Schwefelsaure und zweimal 
mit 25 cem Wasser. Die Mutterlauge des Adeninsilbers und die Wasch- 
fliissigkeiten vereinigt man, entfernt aus ihnen das Silber mit Schwefel- 
wasserstoff, dampft das Filtrat vom Schwefelsilber unter vermindertem 
Druck auf 30cem ein, fiigt 10cem Wasser und 2,5cem zehnfach 
n Schwefelsaure hinzu (sodaB H* = 1/, n wird) und fallt mit 5cem 20 %,iger 
Phosphorwolframsaure. Der Niederschlag, der das Nicotinsiureamid 
enthalt, wird abzentrifugiert, dreimal mit 10cem n Schwefelsdure 
gewaschen, in 40 cem Wasser fein verteilt und mit so viel Barytlauge 
versetzt (z.B. 12cem 0,4n), daB die Fliissigkeit deutlich alkalisch 
wird und auch alkalisch bleibt. Man zentrifugiert den phosphorwolfram- 
sauren Baryt ab, waischt ihn zweimal mit Wasser, vereinigt Mutterlauge 
und Waschwisser, macht mit Schwefelsiure eben kongosauer, fiigt 
so viel Silbersulfat hinzu, da auf ein N-Atom der Lésung ein Ag- Atom 
kommt (z. B. 18 cem einer 1 % igen Silbersulfatlésung) und macht mit 
Barytlauge alkalisch, wobei etwa vorhandene Pyrimidinbasen ausfallen, 
aber das Nicotinsiureamid in Lésung bleibt. 


Die Mutterlauge der ,,Pyrimidinfraktion’ wird mit Schwefelsaure 
kongosauer gemacht, das Bariumsulfat wird abzentrifugiert und mit 
Wasser gewaschen. Dann wird die iiberschiissige Schwefelsiure mit 
Bariumchlorid entfernt (eine Spur Schwefelsiure darf in der Lésung 
bleiben) und die salzsaure Lésung unter vermindertem Druck und 
schlieBlich im Vakuumexsikkator zur Trockne verdampft. Der Riick- 
stand besteht aus blaittrigen Kristallen des Chlorhydrats des Nicotin- 
sdureamids, die aus wenig absolutem Alkohol umkristallisiert werden 
kénnen. Die Analyse (damals ,,Chlorhydrat der Base I**) ergab! 


' Diese Zeitschr. 275, 212, 1934. 
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H 


CAA ......)/ ee) Be hy 
Will man das Chloroplatinat darstellen, so ist es nicht nétig, das 
Chlorhydrat aus Alkohol umzukristallisieren. Man lést das blattrig 
rohe Salz in 5cem Wasser, fiigt 3,5cem 10°%ige Platinchloridlésung 
hinzu und verdunstet nach Zusatz eines Tropfens Salzsiure im Vakuum 
exsikkator auf etwa 2cem. Die ausgeschiedenen Kristalle werden ab 
gesaugt, mit einigen Tropfen Wasser und dann mit 96 %igem und al 
solutem Alkohol gewaschen. Ihr Gewicht betrug 53 mg 19,8 mg 
Nicotinsiureamid (aus 400 mg Co-Ferment vom Reinheitsgrad 0,4) 
Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 60° getrocknet. W. Liittgens 
fand : 
4,672 mg: 3,808 mg CO,, 0,959 mg H,O, 1,402 mg Pt, 
4,114 mg: 0,294 cem N (759 mm, 22°). 





H N Pt 


il @ 9 | 85 29.8 
(CgHgNo 0)» Hy PtCl, (Mol.-Gew. aba) | Pet ba 2,14 | 8,56 29,8 


2 
2, 2,28 8,26 30,0 


Versucht man das Platinsalz aus heiBem Wasser umzukristalli- 
sieren, so zersetzt es sich (Andersonsche Umlagerung!). 


Isolierung des freren Nicotinsdureamids. 


Das erste freie Nicotinsiureamid, das wir aus Co-Ferment. isoliert 
haben*, gewannen wir aus dem Chlorhydrat, das, wie im vorigen Abschnitt 
beschrieben, erhalten worden war. Durch Schiitteln mit iiberschiissigem 
feuchtem Silbercarbonat wurde das Chlor entfernt, aus dem Filtrat vom 
Chlorsilber wurden Spuren von Silber mit Schwefelwasserstoff entfernt. 
das Filtrat vom Schwefelsilber wurde im Vakuumexsikkator zur Trockne 
verdunstet, der Riickstand wurde im Hochvakuum sublimiert, das Sublimat 
wurde aus Benzol umkristallisiert. Die Analyse ergab: 





H N 


Pee (ber, | 69.0 492 22.95 
CoHeN,O .--- | gof 59,04 4.97 99°52 


Beim Erhitzen mit 33° iger Kalilauge wurde die Halfte des Stickstofts 
als Ammoniak ausgetrieben. 

Direkter erhalt man das freie Nicotinsiureamid aus Co-Ferment 
auf folgende Weise: 

1 


Th. Anderson, Liebigs Ann. 96, 199, 1855. — ? Diese Zeitschr. 275, 
464, 1935. 
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210mg Co-Ferment vom Reinheitsgrad 1 (exsikkatortrocken) 
werden in 40 cem n/10 Schwefelsaure gelést und 6 Stunden im siedenden 
Wasserbad erhitzt. Nach dem Abkiihlen fiigt man 12 cem 1 %ige Silber- 
sulfatlésung hinzu, wodureh das Adenin quantitativ als Silbersalz 
gefallt wird. Der Silberniederschlag wird abzentrifugiert, viermal mit 
5eem n/l0 Schwefelséure, der etwas Silbersulfat zugesetzt ist, und 
zweimal mit 5cem Wasser gewaschen. 

Die Mutterlauge des Adeninsilbers, die das Nicotinsiureamid ent- 
halt, wird mit den Waschfliissigkeiten vereinigt. Man entfernt das 
Silber mit Schwefelwasserstoff, dampft das Filtrat des Schwefelsilbers 
unter vermindertem Druck auf 20 cem ein, macht mit Natronlauge 
lackmusneutral und gibt 3 ccm 10°,ige Natriumearbonatlésung hinzu. 
Die alkalische Lésung wird fiinfmal mit 75 cem pyridinfreiem Garungs- 
amylalkohol ausgeschiittelt, wobei das Nicotinsiureamid in den Alkohol 
geht (da unter den gleichen Bedingungen Adenin in den Amylalkohol 
geht, muf das Adenin vorher entfernt werden). Die amylelko- 
holische Lésung wird durch ein trockenes Filter filtriert und unter 
vermindertem Druck zur Trockne verdampft. Den Riickstand kocht 
man mit wenig Benzol aus, wobei das Nicotinséureamid in Lésung geht 
und verdampft die benzolische Lésung auf leem. Kiihlt man die 
Lésung, so fallt das Nicotinsiureamid in kurzen Prismen aus, die ab- 
gesaugt und mit einigen Tropfen Benzol gewaschen werden. Gewicht 
13,8 mg. 

Zur Reinigung wird das Amid im Hochvakuum (Badtemperatur 90°) 
sublimiert. In 4 Stunden waren 10 mg sublimiert. Der Schmelzpunkt 
des Sublimats im geschlossenen Kapillarrohr war 125°. C. Engler! 
gibt als Schmelzpunkt des Nicotinsaureamids 125° an, F. Pollack? 121°. 
Ks scheint nicht ganz ausgeschlossen zu sein, daB es zwei isomere Nicotin- 
siureamide gibt. 

Bei der Elementaranalyse der  sublimierten Substanz  fand 
W. Liittgens: 

4,674 mg: 10,098 mg CO,, 2,148 mg H,O; 
4,214mg: 0,819cem N (760mm, 21°). 





H N 


| ber. 59.0 4.92 22.95 
| gef. 58,9 5 22,570 


CgHgNoO (Mol.-Gew. 122). 


5.14 GS, l 


Zur quantitativen Bestimmung des Nicotinsdureamids eignet sich 
das Verfahren nicht, weil das Nicotinsiureamid in Benzol zu leicht 
loslich ist. 


1 C, Engler, Chem. Ber. 27, 1784, 1894. — ? F. Pollack, Monatsh. f. 
Chem. 16, 45, 1895. 
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Qualitativer Nachweis des Nikotinsdureamids. 

Hat man nur sehr wenig Substanz zur Verfiigung, so kann man da 
Nicotinsaureamid nachweisen, indem man auf einem Objekttrage; 
| mg Substanz in 0,02 cem n Schwefelsaure lést, einen Tropfen Wismut 
jodidreagens! zusetzt, mit einem Deckglas bedeckt und mit Wach, 
umrandet. Nach 30 Minuten haben sich tiefrote, an den Enden ab 
geschragte Prismen ausgeschieden, die vielfach zu Sternen vereinigt 
sind. Ein in gleicher Weise hergestelltes Praiparat aus reinem Nicotin 
siureamid dient zur Identifizierung der Kristalle. 


Quantitative Bestimmung des Adenins und des Nicotinsdureamids in 
Co-Ferment vom Reinheitsgrad 1. 

198 mg Co-Ferment vom Reinheitsgrad 1 werden in 40 cem n/ 10 
Schwefelsaure gelést und 6 Stunden im siedenden Wasserbad erhitzt 
Nach dem Abkiihlen gibt man 12 ccm 1 %ige Silbersulfatlésung hinzu 
Das ausgeschiedene Adeninsilber wascht man viermal mit 5 cem n/I0 
Schwefelsiure, der etwas Silbersulfat zugesetzt ist, und zweimal mit 
5ecem Wasser. Durch einen Versuch mit reinem Adenin haben wi 
uns tiberzeugt, daB auf diese Weise das Adenin quantitativ als Silbersalz 
erhalten wird. 

Adenin. Das gewaschene Adeninsilber wird in 20 cem Wasse1 
suspendiert. Man sattigt mit Schwefelwasserstoff, filtriert vom Schwefel 
silber, dampft das Filtrat unter vermindertem Druck auf 6 cem ein 
und fallt das Adenin mit 10 cem 1 %iger wasseriger Pikrinséurelésung 
als Pikrat aus. Nach 12stiindigem Stehen bei 0° wird das Adeninpikrat 
abgesaugt, mit wenig kaltem Wasser gewaschen und getrocknet. Gewicht 
88,6 mg Pikrat 32,9 mg Adenin. Zersetzungspunkt gleichzeitig mit 
reinem Adeninpikrat 285° (unkorr.) N-Gehalt (Dumas) 30,6 °%, berechnet 
fiir Adeninpikrat 30,8 °,. 

Nicotinsdureamid. Die Mutterlauge des Adeninsilbers und — dic 
Waschfliissigkeiten werden mit Schwefelwasserstoff gesattigt, das Filtrat 
vom Schwefelsilber wird unter vermindertem Druck auf 20 cem ein 
gedampft und mit 8ecem n NaOH lackmusneutral gemacht. Man gibt 
3cem 10% ige Natriumearbonatlésung hinzu, schiittelt fiinfmal mit 


75cem pyridinfreiem Géarungsamylalkohol aus, filtriert die amyl- 
alkoholische Lésung, die das Nicotinséureamid enthalt, durch ein 
trockenes Filter, dampft sie unter vermindertem Druck auf 8 ecm ein 
und fallt hei&S mit 8cem einer 2°% igen amylalkoholischen Pikrolon- 
siurelésung. Nach zwélfstiindigem Stehen 1m Eisschrank wird das aus 
gefallene Pikrolonat abgesaugt und mit wenig kaltem Amylalkohol 


11g BidJ,KJ (Kahlbaum) + 1l0cem 10%ige wisserige KJ-Lésung. 
Die zu priifende Lésung mu8 stark sauer sein (H+ etwa */; n). 
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und mit Ather gewaschen. Gewicht 86mg _ Pikrolonat 27,2 mg 
Nicotinséureamid. Wir haben durch einen Versuch mit reinem Nicotin- 
siureamid festgestellt, daB man das Nicotinsiureamid aus seiner soda- 
alkalischen Lésung mit Amylalkohol quantitativ ausschiitteln und aus 
seiner amylalkoholischen mit Pikrolonsiure quantitativ fallen kann. 

Das Pikrolonat aus Co-Ferment ist nicht analysenrein. Es schmilzt 
unter Zersetzung bei 212°, etwa 5° niedriger als gleichzeitig erhitztes 
Pikrolonat aus reinem Nicotinsiureamid. Bei der Analyse! tindet man 
stimmende C-Werte, aber um etwa 1 °% zu niedrige N-Werte. Vielleicht 
enthalt das aus der Hydrolysenfliissigkeit gewonnene Pikrolonat etwas 
Pikrolonat der freien Nicotinsaure, von der etwa 7°, entstehen, wenn 
man Nicotinsaureamid, wie das Co-Ferment bei der Hydrolyse, 6 Stunden 
auf 100° erhitzt. 

Berechnen wir den Gehalt des Co-Ferments vom Reinheitsgrad 1 
an Adenin und Nicotinsiureamid aus den Gewichten des (analysen- 
reinen) Adeninpikrats und des (nicht analysenreinen) Nicotinsaure- 
amid-Pikrolonats, so erhalten wir: 

32,9 
Adenin....... . 100 16,6 °,, 
198 
27,2 
Nicotinsaureamid iaA . 100 1IS;7% 
und es ist das Verhaltnis 


Mole Adenin k 132 
ey. 


Mole Nicotinséiureamid 1 Sy a 


Bestimmung des Aminostickstoffs nach van Slyke (Mikro-van Slyke ). 

Zur Bestimmung des Aminostickstoffs liBt van Slyke? die zu unter- 
suchende Substanz mit einer konzentrierten Nitritlésung in essigsaurer 
Lésung reagieren und miBt nach Absorption der Stickoxyde durch 
alkalische Permanganatlésung den entwickelten Stickstotf. Sehr 
einfach und mit sehr kleinen Substanzmengen kann die van Slyke- 
Bestimmung in der gewohnlichen manometrischen Versuchsanordnung 
folgendermaben ausgefiihrt werden: 

VersuchsgefaBe sind die bekannten kegelf6rmigen Gefabe, deren An- 
satzbirne jedoch durch einen Wulst in zwei Facher geteilt ist. In den 
Hauptraum der kegelférmigen GefaBe fiillen wir 2 cem alkalische Perman- 
ganatlésung (11 g NaOH + 5g KMnO, + 89 cem H,Q), in Fach I der 
Birne 0,5 bis 2mg Substanz, gelést in 0.1 cem 33° ,iger Essigsaure, 


' Vgl. z. B. die Analyse des Pikrolonats der ,,Base L** aus Co-Ferment, 
in dieser Zeitschr. 274, 112, 1934. — * D. D. van Slyke, J. of biol. Chem. 9, 
185, 1911: D. W. Wilson, ebenda 56, 183, 1923. 
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in Fach IT 0,2 cem Bariumnitritlésung [35g Ba(NO,),, mit H,O auf 
100 cem]. Der Gasraum enthalt Argon. Man hangt in den auf 20° 
eingestellten Thermostaten ein, liest, nachdem Temperaturausgleic! 
eingetreten ist, den Druck ab, mischt dann den Inhalt der beiden Birnen 
ficher und laBt, ohne zu schiitteln, die Substanz mit dem Nitrit 2 Stunden 
reagieren. Dann holt man den Birneninhalt in den Hauptraum heriibe: 
und schiittelt, bis die Stickoxyde. absorbiert und der Druck konstant 
geworden ist (was etwa 5 Minuten dauert). Eine Kontrolle, bei der Fach | 
0,1 cem 33 °,ige Essigsaiure ohne Substanz enthalt, ergibt die Korrektion, 
die nur wenige mm betragen soll und kleiner ist, wenn die alkalisch: 
Permanganatlésung einige Wochen vor dem Gebrauch hergestellt ist 

Tabelle IV enthalt das Ergebnis einiger Messungen mit Substanzen. 
die simtlich analysiert waren. Glykokoll gibt einen etwas zu hohen Wert, 
Adenin und Muskeladenylséure geben nahezu den berechneten Wert, 
Nicotinsdureamid entwickelt keinen Stickstoff, Co-Ferment entwickelt 
Stickstoff, und zwar 24,2 cmm pro mg. 


Tabelle LV. Mikro-van Slyke. 





emm Stickstoff 
aan > berechnet, wenn 
Sticks ms en 
; get ota 1 Molekiil Substanz 
B 1 Molekiil Stickstofi 
entwickelt 


Substanz 


0,675 mg Glykokoll (Cy H; N Og, Mol.-Gew.75) 225 202 
0,692 mg Alanin (C,H; NOs, Mol.-Gew. 89) 174 
2,036 mg Muskeladenylsaure (C 10H No PO, 

+ 2H,0, Mol.-Gew. 383 . . i 119 
1,050 mg Nicotinséureamid (Cg Hg N 150, Mol.- 

Gew. 122)... 193 
2,42 mg Co- Ferment yom ‘Reinheitsgrad 1 


Da Co-Ferment vom Reinheitsgrad 1 auBer Adenin und Nicotin- 
siureamid keine stickstoffhaltigen K6rper enthalt und Nicotinsaure- 
amid bei unserer van Slyke-Bestimmung nicht reagiert, so sollte man 
aus dem van Slyke-Wert des Co-Ferments seinen Adeningehalt  be- 

: . 22400 : , 
rechnen kénnen. Liefert 1 mg Adenin == 166 cmm Stickstoff 
und 1 mg Co-Ferment 24,2 emm Stickstoff, so ware der Adeningehalt 
des Co-Ferments 

24,2 


- 100 14,6 °,, 
166 


wahrend durch Wagung des Pikrats 16,6°% gefunden worden sind. 
Nach van Slyke findet man also etwas zu wenig Adenin. Trotzdem ist 
die Methode, da man nur sehr wenig Substanz braucht, niitzlich zur 
angenaherten Bestimmung des Adenins in Co-Fermentpraparaten. 
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Pentosebestimmung nach W.S. Hoffmann’. 

9,4 mg Co-Ferment vom Reinheitsgrad 1 werden in 50cem 20 °,iger 
Salzsaure im Kochsalzbad unter Wasserdampfdurchleitung 3 Stunden 
erhitzt. Im Destillat wird das Furfurol kolorimetrisch durch die mit 
Anilinacetat entstehende Rotfarbung bestimmt. Wir erhielten: 


1,18 mg Furfurol 184mg Pentose, also 19,6°, Pentose. 


Molekulargewicht. 

Die einzige Methode zur Bestimmung des Molekulargewichts, die 
in Betracht kommt, ist die Bestimmung der Gefrierpunktserniedrigung, 
wobei zunachst die nicht zu iibersehende Dissoziation stért. MiBt man 
aber auBer der Gefrierpunktserniedrigung die Wasserstoffionenkonzen- 
tration und zieht die von den Wasserstoffionen herriihrende Erniedrigung 
von der totalen Erniedrigung ab, so sollte, wie uns, scheint, eine un- 
gefahre Bestimmung des Molekulargewichts méglich sein. Natiirlich 
muB dabei die Konzentration der Wasserstoffionen sehr genau bestimmt 
werden. 

Priifung des Verfahrens mit «-Naphthalinsulfosdure. (C,)>H,SO,H, 
Mol.-Gew. 208.) 

1) 0,1579g Substanz + 2,5g Wasser. Wasserstoffionenkonzen- 
tration = 10—%748 — 0,178 Mole/Liter. Totale Gefrierpunktserniedri- 
gung A = 0,885°. Von H* herriihrende Gefrierpunktserniedrigung 
An 0,178. 1,86 = 0,331°. Von der Saéure und ihren Anionen 
herriihrende Gefrierpunktserniedrigung A — An = 0,885° — 0,331° 
= 0,554°. 

186 0,158 


. - 1000 212. 
0,554 2,5 


Molekulargewicht 

2) 0,043 g Substanz + 2,5g Wasser. Wasserstoffionenkonzen- 
tration = 10~ 1°83 — 0,0588 Mole/Liter. Totale Gefrierpunktserniedri- 
gung A = 0,265°. Von H* herriihrende Gefrierpunktserniedrigung 
Au 0,0588 . 1,86 0,109°. Von der Saure und ihren Anionen 


herriihrende Gefrierpunktserniedrigung 1— An = 0,265° — 0,109° 
0,156°. 


; 1,86 0,043 
Molekwargewicht = ——* — + 1000 204. 
0,156 2,5 
Anwendung auf Co-Ferment. 0,148 g Substanz + 2,5 g Wasser. 
Wasserstoffionenkonzentration = 10~ 1)! = 0,0616 Mole/Liter. Totale 
Gefrierpunktserniedrigung A = 0,241°. Von H* herriihrende Gefrier- 
punktserniedrigung 14 0,0616 . 1,86 0,115°. Von dem = Co- 


' W.S. Hoffmann, J. of biol. Chem. 78, 15, 1927. 
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A. 


Griese : 


Ferment und seinen Anionen herriihrende Gefrierpunktserniedrigung 
I in = 0,241° — 0,115° = 0,126. 










1.86 0,148 


Molekulargewicht =< ¢ = 
0,126 2,5 


- 1000 875. 








Der bei der Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration még 
liche Fehler war 5°, vom Wert. 

















Zusammenfassung. 


Mit den in diesem Kapitel mitgeteilten Tatsachen ist am besten 
vereinbar die Auffassung, daB in dem Co-Ferment 1 Molekiil Adenin 
1 Molekiil Nicotinsiureamid, 2 Molekiile Pentose und 3 Molekiile 
Phosphorséiure unter Austritt von 6 Molekiilen Wasser miteinander 
verbunden sind. 

Sehr gut stimmt dazu die Elementaranalyse (Daten vgl. Anfang 
des Kapitels): 





G H N P 0 











" Sie ‘ie, wan, | et. | ORO 3,8 13,2 | 125 | 36,6 
Coq Hog Nz P3017 (Mol.-Gew. 743) l gef. 339 40 19'9 123 | 369 








Auch die getundenen Adenin- und Nicotinséureamidwerte stimmen 
einigermaBen : 













Adenin Nicotinséureamid 












Berohnet 666... 68 18,2 % 16,4.% 
WU, og eins een ae 16,6 % 13,7 ° 
(als Pikrat) (als Pikrolonat) 





Fiir das Molekulargewicht ist mit der Gefrierpunktsmethode 875 
gefunden, wahrend 743 berechnet ist, was man vielleicht durch eine 
partielle Assoziation des Molekiils erklaren kann. 

Der Pentosegehalt, berechnet aus der Furfurolausbeute bei der 
Destillation mit Salzsiure, stimmt nicht. Unsere Forme] verlangt 40 %, 
Pentose, wir finden knapp 20%. Vielleicht enthalt das Co-Ferment 
nur | Molekiil-Pentose und ein zweites Kohlenhydrat, das nicht Pentose 
ist. Doch ist es bekannt, daB die Furfurolmethode nur Minimalwerte 
fiir Pentose liefert. 
















V. Reversible Hydrierung des Co-Ferments durch Hexosemono- 
phosphorsiure. 


Co-Ferment und Hexosemonophosphorsaure reagieren bei Gegen- 
wart von Zwischenferment nach der Gleichung: 
Ko + RCOH + H,0 = Ko<t) + RCOOH (1) 


Hexosemono- Phospho- 
phosphorsaure hexonsaure 
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Manometrische Messung der H ydrierung. 


PUNY =“ oe , 
Da bei der Hydrierung des Co-Ferments nach Gleichung (1) Saure 


entsteht, so kann man die Hydrierung manometrisch messen, wenn 
man die Reaktion in Bicarbonat vor sich gehen laBt. 1 Molekiil aus- 
vetriebener Kohlenséiure zeigt dabei die Aufnahme von 1 Molekiil 


Wasserstoff an. 
noy 
0 


Der Gasraum bei den manometrischen Versuchen enthalt 5°, 
CO,—O, oder 5°% CO,—Argon. In beiden Gasgemischen entstehen 
yenau die gleichen Drucke, ein Beweis, da das hydrierte Co-Ferment 
nicht mit Sauerstoff reagiert. 

Da die Reaktion schnell geht, so darf man die drei Teilnehmer 
Co-Ferment, Zwischenferment und Hexosemonophosphorsaure nicht 
vorher mischen, sondern mu einen der Teilnehmer aus einer Birne 
einkippen. 

Manometrische Messung der Dehydrierung. 

Ist die Reaktion (1) beendet (der Druck konstant geworden), so 
kippt man aus einer zweiten Birne 10-8 Mole gelbes Ferment (F) ein 
ss Enthalt der Gasraum 5° CO,—QO,, so wird das hydrierte Co-Ferment 
6,6 dehydriert, nach den Gleichungen 
= F + Ko<H — rch + ko 

H H 


e 
men H 


O2+ Fxyq = H20, 


0. + Kos} = Hy 0, + Ko 


Da immer etwas Wasserstoffperoxyd (vgl. Kapitel 1) zersetzt wird, 
Gleichung (4) also nie genau erfiillt ist, so kippt man, wenn der negative 
Druck konstant geworden ist, aus einer dritten Birne Katalase (0,1 cem 
auf das Hundertfache mit Wasser verdiinnte Rattenblutzellen) ein, 
wodurch das Wasserstoffperoxyd vollstandig zersetzt wird: 


1 
H, Oy H, 0 + = Op. 


Addiert man (4) und (5), so erhalt man 

5 Og + Kos — H,0+ Ko. 6) 

Wahrend also bei der Hydrierung des Co-Ferments nach Gleichung (1) 

| Molekiil ausgetriebener Kohlensiure die Aufnahme von 1 Molekiil 

Wasserstoff anzeigt, zeigt bei der Dehydrierung des Co-Ferments nach 

Gleichung (6) 1 Molekiil verbrauchten Sauerstoffs die Abgabe von 
2 Molekiilen Wasserstoff an. 


Wasse rstoffka paz tat. 
Tabelle V enthalt ein Versuchsbeispiel, aus dem wir die Wasserstoff- 
kapazitat (vgl. Einleitung) des Co-Ferments berechnen wollen 
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Tabelle V. 


O. Warburg, W. Christian u. A. Griese: 


Hydrierung und Dehydrierung des Co-Ferments. 


38°. Gasraum 5% CO,—O,. 





Hauptraum : 


Birne 1: 


Birne 2: 


Birne 3: 
Nach 


Einkippen 
der Birne 1 


5 Min. 
20 , 
40 , 
oO, 
80 , 


Nach 
Einkippen 
der Birne 2 

5 Min. 

~ 

aU 


Nach 
Einkippen 
der Birne 3 


5 Min. 
| — 


O.-Verbrauch 


Die Co-Fermentmenge war 5 mg (vom Reinheitsgrad 1). 
der Reaktion 1 ausgetriebene Kohlenséure war 159 emm. 


GefaB IV 
Wie I 
aber ohne 
Hexosemon: 
phosphor- 

shure 


Gefab I GefaB III 
Wie | 
aber ohne 
Zwischen- 
| ferment 


Gefab I 
5 mg neutralisiertes Co-Fer- 
ment, Reinheitsgrad 1 
3,0 ccm Wasser 
6 mg NaHCO, 
0,1 . Zwischenferment 
1,8mg Hexosemonophos- 
phorsaure (als Kaliumsalz) 
0,1 ecm Wasser 
0,2 mg NaHCO, 
10-* Mole gelbes Ferment 
0,1 cem Wasser 
04mg NaHCO, 
0,lecem .Katalase* 


Wie | 
aber ohne 
Co-Ferment 


emm CO, 


+ 62 
+ 120 
+ 138 
+ 144 
+ 149 
korr. fiir Retention 
der COg: + 159 


emm Op» 


— 62 
— 110 
- 138 (Endwert) 


emm UO» 


+ 50 
+ 52 (Endwert) 
138 — 52 = 86cmm O, 


Die bei 
Der bei der 


Reaktion 6 verbrauchte Sauerstoff war 86 cmm. 


Also die Wasserstoffkapazitat : 


berechnet aus der Kohlensaure- 
entwicklung 


berechnet aus dem Sauerstoff- 
verbrauch 


, cmm Wasserstoff 


mg Co-Ferment 


emm Wasserstoff 
mg Co-Ferment 
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Nehmen wir an, daB das Molekulargewicht des Co-Ferments 743 
ist und daB bei der Hydrierung | Molekiil Co-Ferment 1 Molekiil Wasser- 
stoff aufnimmt, so ware die Wasserstoffkapazitat 


22 400 ,. emm Wasserstoff 


30 
743 mg Co-Ferment 


higenscheften des reversibel hydrierten Co-Ferments. 

Von dem nicht hydrierten Co-Ferment unterscheidet sich das re- 
versibel hydrierte Co-Ferment in erster Linie dadurch, daB seme Lésung, 
wenn man sie mit Sauerstoff und emem Sauerstoffiibertrager schiittelt, 
| Mol Sauerstoff pro Mol Co-Ferment absorbiert. 

Kin zweiter Unterschied ist die Unbestandigkeit in saurer und die 
Bestandigkeit in alkalischer Lésung. 

Wie wir in einer friiheren Arbeit mitgeteilt haben!, wird das nicht 
hydrierte Co-Ferment durch n/10 Natronlauge bei Zimmertemperatur 
in 1 Stunde fast véllig inaktiviert (Zerst6rungskonstante 0,057 reziproke 
Minuten bei 23°). In n/10 starken Sauren, wie Salzsaure, Schwefelsaure, 
Salpetersiure, nimmt die katalytische Wirksamkeit des Co-Ferments 
unter den gleichen Bedingungen nicht merklich ab (Zerst6érungskonstante 
0,095 reziproke Minuten bei 100°). 

Umgekehrt verhilt sich das hydrierte Co-Ferment. In n/10 Natron- 
lauge bleibt die katalytische Wirksamkeit bei Zimmertemperatur in 
Stunden unveréindert, Siuren zerstéren die katalytische Wirksamkeit 
bei Zimmertemperatur fast sofort. Sauert man eine Lésung des hy- 
drierten Co-Ferments soweit an, dab die Reaktion eben kongosauer ist, 
und neutralisiert dann sofort wieder, so ist die katalytische Wirksamkeit 
des Co-Ferments verschwunden. Dehydriert man das hydrierte Co-Fer- 
ment vor dem Ansduern (durch Sauerstoff und gelbes Ferment), so hat 
man wieder die Stabilitatsbedingungen des nicht hydrierten Co-Ferments. 

Das Gesagte ist nicht nur chemisch interessant, sondern auch 
methodisch wichtig. Hydriertes Co-Ferment kann nicht mit der Queck- 
silberacetatmethode aus seinen Lésungen isoliert werden, weil beim Um- 
setzen des Quecksilbersalzes mit Schwefelwasserstoff die Reaktion zu 
sauer wird. 

Fdllung des hidrierten Co-Ferments als Calevumsalz. 

Der Ansatz 

100mg Co-Ferment vom Reinheitsgrad 1, gelést in 6,15 cem 
Wasser, neutralisiert mit 3,85cem n/10 Natronlauge, 
0,5cem einer Lésung von hexosemonophosphorsaurem Kalium, 

die 35,8 mg Phosphor enthielt, 

15cem einer 0,4° igen Lésung von Natriumbicarbonat, 

5eem Zwischenfermentlésung, die | mg Substanz enthielten, 


! Diese Zeitschr. 274, 112, 19384. 


Biochemische Zeitschrift Band 282. 
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wurde mit 5°%,igem CO,-Argon gesattigt und 1% , Stunden bei 38° gi 
halten. Dann war, wie durch einen manometrischen Parallelversuc}) 
festgestellt wurde, die Hydrierung des Co-Ferments beendet. 


Die Fliissigkeit wurde auf 0° gekiihlt und unter Argondurchleituny 
mit 0,7 ccm n Essigsdure, die tropfenweise zugegeben wurde, schwac}) 
lackmussauer gemacht. Zur Austreibung der Kohlensaure wurde noc) 
5 Minuten ein starker Strom von Argon durchgeleitet. Dann wurde: 
ein Tropfen einer Phenolphthaleinlésung, n Natronlauge bis zur deut 
lichen Rotfarbung und 5 cem mol. Calciumacetatlésung zugegeben, wobei 
die Lésung klar blieb. Aus der Lésung, deren Volumen 32 ccm betrug, fie! 


Fraktion I mit 30ceem Alkohol. Mit 80°%igem und absolutem 
Alkohol gewaschen und im Vakuumexsikkator tiber Kaliumhydroxyd 
getrocknet, wog die Fraktion 116 mg. Sie enthielt 8,3° Phosphor und 
6,58 °% Stickstoff (Dumas). 


Fraktion II fiel mit weiteren 120 cem Alkohol. Wie Fraktion | 
gewaschen und getrocknet wog Fraktion II 25 mg. Sie enthielt 8,1°, 
Phosphor und 7,43 °, Stickstoff. 

Beide Fraktionen waren Gemische der Calciumsalze des hydrierten 
Co-Ferments und der Phosphohexonsaure. Fraktion I enthielt auBerdem 
das durch Alkohol (inaktiviert) niedergeschlagene Zwischenferment, 
dessen Gewicht und Stickstoffgehalt (1 mg Substanz, etwa 0,1 mg 
Stickstoff) zu vernachlassigen waren, so daB man aus dem Stick- 
stoffgehalt der Fraktionen ihren Gehaltan Co-Ferment und aus dem 
Phosphorgehalt ihren Gehalt an Phosphohexonsaure — berechnen 
konnte. Fraktion I enthielt 63 mg Co-Ferment und 21 mg Phospho- 
hexonsaéure, Fraktion II 15 mg Co-Ferment und 2,5 mg_ Phospho- 
hexonsaure. 

Bestimmung der Wasserstoffkapazitat der beiden Fraktionen durch 
Messung des bei der Dehydrierung verbrauchten Sauerstoffs. Je 3 mg 
Calciumsalz wurden in 1,5cem Wasser gelést. Durch einen Tropfen 
23 °,ige Kaliumoxalatlésung wurde das Calcium ausgefallt. Das Calcium- 
oxalat wurde abzentrifugiert und mit 1 cem Wasser gewaschen. Uber- 
stehende Fliissigkeit und Waschwasser wurden vereinigt, auf 3 ccm 
aufgefiillt und mit 6 mg Natriumbicarbonat in den Hauptraum eines 
kegelférmigen MeBgefiBes gegeben. Wie in dem Versuch Tabelle V 
wurden dann der Sauerstoffverbrauch nach Einkippen des gelben 
Ferments und die Sauerstoffentwicklung nach Einkippen der Katalase 
bestimmt. Wir fanden: Fraktion I: Einwage 3mg Ca-Salz = 0,198mgN 

1,53 mgCo-Ferment. Verbrauchter Sauerstoff 25,4 emm. Fraktion II: 
Kinwage 3mg_ Calciumsalz 0,22 mg N 1,70 mg Co-Ferment. 
Verbrauchter Sauerstoff 29,6cmm. Woraus folgt 
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\Vassers capazita es Co-Fer- on , 
Wasserstoffkapazitat des Co-Fer 25.4 a 
ments in Fraktion | ak or ae, ae 
1, 5% mg Co- Ferment 
“assers capazita es Co- ‘er- > , 
Was erstoffkapa _— des Co-Fer 29,6 emm Wacserstoff 
ments in Fraktion II . = ——-2 = 35 —— 
1,70 mg Co-Ferment 
Obwohl beide Fraktionen insofern unrein waren, als sie Phospho- 
hexonsdure enthielten, folgt aus dem Versuch, 
1. daB man das hydrierte Co-Ferment ohne Verlust an aktivem 
Wasserstoff als Salz fallen und trocknen kann; 
2. da die Dehydrierung des hydrierten Co-Ferments durch gelbes 
Ferment ein Vorgang ist, der ohne Zwischenferment vor sich gehen kann. 


VI. Reversible Hydrierung des Co-Ferments durch Hydrosulfit. 


Wie durch Hexosemonophosphorsdure, so kann man Co-Ferment 
auch durch Hydrosulfit, bei Zimmertemperatur, bei neutraler Reaktion, 
reversibel hydrieren. Wir schreiben die Reaktion, die ohne Zwischen- 
ferment erfolgt: 


Ko + Na, $,0, + 2H,0 = Ko<j} + 2NaHS0,, (1) 


Das hydrierte Co-Ferment, das bei dieser Reaktion entsteht, unter- 
scheidet sich nach unseren bisherigen Erfahrungen nicht von dem 
hydrierten Co-Ferment, das bei der Hydrierung mit Hexosemono- 
phosphorsaure entsteht. 


Manometrische Messung der Hydrierung. 

Wenn Hydrosulfit als Reduktionsmittel wirkt, so entsteht aus dem 
neutralen Hydrosulfit saures Sulfit. La8t man also die Reduktion 
in Bicarbonatlésung! vor sich gehen, so wird Kohlenséure ausgetrieben 
und man kann die Reduktion manometrisch messen. Die Methode, 
die nur wenige mg Substanz erfordert, wird auch in anderen Fallen 
niitzlich sein. 

In unserem Falle [vgl. Gleichung (1)] zeigt die Austreibung von 
einem Molekiil Kohlenséure die Aufnahme von einem halben Molekiil 
Wasserstoff an. 

Bei dem Verfahren ist darauf zu achten, daB sich das Hydrosulfit 
nicht zersetzt und daB es nicht durch Sauerstoff oxydiert wird, ehe es 
mit dem Co-Ferment in Beriihrung kommt. 

Die Hydrosulfitlésung wird bereitet, indem man in ein 12 ccm 
fassendes Réhrchen, das mit eingeschliffenem Stopfen verschlieBbar 


1 Z. B. 1% NaHCO, in 5 Vol.-% CO). 
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ist, 180 mg kaufliches trockenes Natriumhydrosulfit (Na,S,O,) einwag 
Am Boden des Réhrchens liegt eine Glasperle. Man gieBt 12 cc: 
1.5°%,ige Natriumbicarbonatlésung, die mit 5°%,igem CO,-Argon gi 
sattigt ist, auf das Hydrosulfit, schlieBt luftdicht mit dem Glasstopf: 
und mischt durch Bewegen der Glasperle. In Bicarbonat gelést wm 
vor Sauerstoff geschiitzt, ist Hydrosulfit gut haltbar, wahrend es sic! 
wenn man es in Wasser lést, auch ohne Sauerstoff zersetzt. 

MeBgefaBe sind die kegelf6rmigen GefaBe mit zwei Ansatzbirnen. In 
den Hauptraum fiillt man Bicarbonatlésung, in Birne 2 Co-Ferment 
in Bicarbonatlésung, verbindet mit dem Manometer, durchstrémt mit 
5%igem CQO,-Argon und fillt wahrend der Gasdurchleitung in Birne 1 div 
Natriumhydrosulfit-Bicarbonatlésung. Dann hangt man in den auf 20° 
einstehenden Thermostaten ein, holt nach erfolgtem Ausgleich zuerst 
das Hydrosulfit in den Hauptraum heriiber und schiittelt, bis der Druck 
der sich zunachst aus verschiedenen Griinden andert, konstant geworde: 
ist. Erst dann holt man die zu priifende Substanz, in unserem Fall: 
das Co-Ferment, aus der zweiten Birne heriiber und miBt die von de: 
Reaktion herriihrende Austreibung der Kohlensaure. 


Manometrische Messung der Dehydricrung. 

Ist die Kohlensaureentwicklung beendet, so nehmen wir die Ge 
faBe heraus, geben in eine der beiden Birnen 10-8 Mole gelbes Ferment 
in Bicarbonatlésung und ersetzen das Kohlensaure-Argongemisch durch 
5% CO,-Sauerstoft. 

Man schiittelt bei 20° im Thermostaten, bis das iiberschiissigy 
Hydrosulfit zu Sulfit und Sulfat oxydiert ist, holt dann das 
gelbe Ferment in den Hauptraum heriiber und mit die Sauerstoff 
absorption. 

In der Reaktionsfliissigkeit fanden wir kein Wasserstoffperoxyd 
Es wird, nachdem es sich bei der Reoxydation des _— gelben 
Ferments gebildet hat, von dem Sulfit der Lésung verbraucht 
Die Vorginge nach dem Einkippen des gelben Ferments (F) sind 
dann 

F+Ko<H —r<c 4 ko 
H 
*H 
H, 0. + NaHSOs 


3 


0, + Fx H,0, + F 


H,O +NaHS0, 


0, + Ko~ fl + NaH SO, — HO + NaHS0, + K 


Die Absorption von einem Molekiil Sauerstoff zeigt also hier di 
Abgabe von einem Molekiil Wasserstoff an. 
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Tabelle VI. Hydrierung und Dehydrierung des Co-Ferments. 


2)? 





Gefab I Gefib II Gefab Il 
Hauptraum ........ 3 ecm 0,29/sige NaHCO ;-Lsg. Wie I Wie I 

Birnel........-- {8 mg Na gS,0, in 0,2 com 
1,5° siger NaH CO,-Lsg 
Birne2.........-. . 2,85, Co-Ferment vom Rein- 
heitsgrad 1 in 0,1 cem Leer Wie I 

1,5%/oiger NaHCO -Lsg. | 

10-* Mole gelbes Ferment in 

0,2 cem 0,2°/oiger NaHCQ,- Wie I Wie | 

Lisung 


Wie I Leer 


Gasraum . ie eo ae cae 59/9 COo—Argon 5°), CO.— Argon 5° 9 COg— Argon 


Nach Einkippen | 5 Mie. 


om Oe ‘ndwer We yy 
aus Birne 1 | 29cemm (Endwert) 20emm (Kndwert) 


Nach Einkippen aus 
Birne 2 emm CO, 


5 Min. 91 
I . + 122 
a «. + 143 
| + 149 
40, + 152 
50 , + 154 (Endwert) 
korr. wegen Retention 
der CO, y 
+174 0 
Gasraum .... wiewe 59/9 COs , 59/9 COo—-Og 59/9 COs—Oo 


Nach Einkippen aus 
Sean . emm UO» emm O. emm 0» 


5 Min. — 71 (Endwert) 


Wassersvoffkapezitat. 

Tabelle VI enthalt ein Versuchsbeispiel. 2,85 mg Co-Ferment vom 
teinheitsgrad 1 entwickelten bei der Hydrierung 174 cmm Kohlensaure 
und absorbierten bei der Dehydrierung 71 emm Sauerstoff. Es war 
also die Wasserstoffkapazitat 


emm Wasserstoff 
= $0,5 ~ 
2.85 2 mg Co-Ferment 


berechnet aus der Koh'ensiure- 174 
entw-cklung - - - Rrgintt 616 . 


berechnet aus dem Sauerstoff- 


71 _ emm Wasserstoff 
v. rbra.ich 2: 


+ 25 “eae 
2,85 mg Co- Ferment 


wahrend, wenn 1 Molekiil Co-Ferment 1 Molekiil Wasserstoff aufnahme, 
: i . .. 22400 emm Wasserstoff — . 
die Wasserstoffkapazitat - 30 —— wire. 
743 mg Co-Ferment 
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VII. Irreversible Hydrierung des Co-Ferments durch Platin 
und Wasserstoff. 

Schiittelt man eine schwach alkalische wasserige Lésung vi 
Co-Ferment mit Platin und Wasserstoff, so wird Wasserstoff auf 
genommen, und zwar pro mg Co-Ferment vom Reinheitsgrad 1 90 em: 
Wasserstoff. Dies ist das Dreifache der Wasserstoffmenge, die das (o 
ferment bei der Hydrierung mit Hexosemonophosphorsaure oder mit 
Hydrosulfit aufnimmt. Ist das Molekulargewicht des Co-Ferments 743 
so nimmt | Molekiil Co-Ferment bei der Hydrierung mit Platin und 
Wasserstoff 3 Molekiile Wasserstoff auf. 

Die Hydrierung des Co-Ferments durch Platin und Wasserstof! 
ist irreversibel. Insbesondere ist gelbes Ferment nicht imstande, das 
mit Platin und Wasserstoff hydrierte Co-Ferment zu dehydrieren 
Schiittelt man also eine Lésung des mit Platin und Wasserstoff hydrierten 
Co-Ferments mit Sauerstoff und gibt gelbes Ferment hinzu, so wird 
kein Sauerstoff absorbiert. 

Unter den Bedingungen, unter denen wir das Co-Ferment mit 
Platin und Wasserstoff hydrieren, nehmen keinen Wasserstoff auf: 
Adenin, Muskeladenylsiure, Hefeadenylsaure, Hexosemonophosphor- 
sdure, Phosphohexonsaure. Von den Spaltungsprodukten des Co- 
Ferments nimmt nur Nicotinsiureamid Wasserstoff auf, und zwa 
3 Molekiile Wasserstoff pro Molekiil. Der Pyridinring des Nicotinsaure- 


amids wird dabei zum Piperidinring hydriert. Da das Co-Ferment 
1 Molekiil Nicotinséureamid enthalt und pro Molekiil 3 Molekiile Wasser- 
stoff aufnimmt, so ist die Hydrierung des Co-Ferments mit Platin und 
Wasserstoff die Hydrierung seines Pyridinringes zum Piperidinring 


Anmerkung l. 

Sehr unreine Co-Fermentpraparate enthalten auBber Nicotinsaure- 
amid noch andere Substanzen (wahrscheinlich Pyrimidine), die bei Ein- 
haltung unserer Hydrierungsvorschrift Wasserstoff aufnehmen. Vom 
Reinheitsgrad 0,3 an jedoch ist Nicotinsiureamid die einzige Sub- 
stanz zu sein, die hydriert wird, so daB man aus dem mit Platin und 
Wasserstoff gefundenen ,,Hydrierwert*’ den Nicotinsiureamidgehalt 
der Co-Fermentpraparate berechnen kann. 

Anmerkung 2. 

Bei der Hydrierung mit Platin und Wasserstoff ist die Wasserstoff- 
ionenkonzentration der Lésung von Bedeutung. Als Pufferlésung be- 
nutzen wir m/10 Boratlésung (px 9,4) nach Soerensen. 

In saurer Lésung nimmt Co-Ferment mehr Wasserstoff auf, als 
3 Molekiile pro Molekiil ; in saurer Lésung werden auch andere Spaltungs- 
produkte, als Nicotinsiureamid, hydriert. Z. B. nimmt Adenin in n/10 
Schwefelsaiure sehr langsam Wasserstoff auf. 
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Manometrische Messung der Hydrierung'. 

In den Hauptraum eines kegelf6rmigen GefaiBes gibt man 2 cem 
m/10 Boratlésung nach Soerensen (pu 9,4) und 10 mg Platinschwarz?, 
in die Ansatzbirne die zu hydrierende Substanz, z. B. 0,2 mg Nicotin- 
saureamid oder 1 mg Co-Ferment, wenn sein Reinheitsgrad 1 ist. Der 
Gasraum enthalt Wasserstoff. Man schiittelt im Thermostaten bei 38° 
bis der Druck konstant geworden ist (etwa 1 Stunde) und holt dann 
die Substanz aus der Birne in den Hauptraum heriiber. Da 1 mg Nicotin- 
siureamid bei der Hydrierung 

3. 22400 
122 


Cd 


= 55lemm Wasserstoff 


aufnimmt, so sieht man, wie empfindlich die Methode ist. Tabelle VII 


enthalt ein Versuchsbeispiel. 


Tabelle VIL. Hydrierung mit Platin und Wasserstoff. 


38°. Gasraum Wasserstoff. Einsatz leer. 





Hauptraum ...... 2ecem m10 Borat 2cem m/10 Borat 
Pu 94 Py 9,4 
10mg Platinschwarz 10mg Platinschwarz 


Birm@ . se ec eee es 0,286 mg Nicotin- 0,97 mg Co-Ferment 
siureamid vom Reinheitsgrad 1 


Nach 1 Std. Ausgleich 


Substanz eingekippt emm Hp, emm Ho 


Nach 15 Min. 
35 
60 
80 


Hydrierwert pro mg 
ber. 53 


Berechnui:g des Nicotinsdureamidgehalts cus dem Hydrierwert. 
Das in Tabelle VII wiedergegebene Beispiel wollen wir benutzen, 
um den Nicotinsiureamidgehalt des Co-Ferments zu berechnen. 


' Die friiher beschriebene Methode der Mikrohydrierung (diese Zeitschr. 
258, 496, 1933) wird viel bequemer, wenn man an Stelle des Palladiums 
Platin benutzt. Dann dauert der Ausgleich nur 1 Stunde. — ? Platin- 
schwarz nach O. Loew, Chem. Ber. 23, 289, 1900; R. Wallstdtter u. 
E. Waldschmidt-Leitz, ebenda 54, 113, 1921. Das bei der Reduktion aus- 
gefallene Platinschwarz saugen wir ohne besondere VorsichtsmaBregeln 
an der Luft ab und trocknen es iiber Schwefelséure in einem gew6éhnlichen 
Vakuumexsikkator. 
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I mg Co-Ferment vom Reinheitsgrad 1 nahm bei der Hydrierun: 
9%) cmm Wasserstotf auf. | mg Nicotinsaureamid nahm 550 emm Wass: 
stoff auf 


Co-Ferment vom Reinheitsgrad 1 enthalt also 













”) a oe 
— . 100 16.4°,, Nicotinsaureamid. 


550) 



























Aus der hydrolytischen Zersetzungsflissigkeit des Co-Ferment: 
isolierten wir 13,7 °,, Nicotinsaureamid (als Pikrolonat, vgl. Kapitel I\ 
berechnet sind, wenn man das Molekulargewicht gleich 743 annimm: 
16,4°, Nicotinsaureamid. Wabhrscheinlich ist die Bestimmung des 
Nicotinsaureamids durch Hydrierung des Co-Ferments mit Platin wu 





Wasserstoff die genaueste Methode zur Bestimmung des Nicotinsaur 
amids. 
VILL. Ultraviolettspektrum des Co-Ferments. 
Das Co-Ferment absorbiert nicht im Sichtbaren. Im Ultraviolett 
bei 260 mu, hat das Co-Ferment eine charakteristische Bande, di: 


von dem Adenin und Nicotinsdureamid herriihit und sich durch Additio 
der Absorptionen dieser beiden Basen berechnen laBt. 


Hydriert man das Co-Ferment reversibel, so tritt eine Bande be 


345 mu auf, die .,Wirkungsbande des Co-Ferments, die theoretis: 
und aus methodischen Griinden interessant ist. 

Hydriert man das Co-Ferment irreversibe]l mit Platin und Wasse1 
stoff, so tritt die Bande 345 mu nicht auf, aber die Bande 260 mu nimmt 
um den Betrag, der von dem Nicotinsdureamid herriihrt, ab. Dem 
Piperidin absorbiert nicht merklich bei 260 mu 





Absorptionsko ff zeevil. 


Absorptionskoeffizient § ist definiert durch die Gleichung 






wo #, ¢ das Verhaltnis der Lichtintensitaten an den Enden des Licht- 


weges d ist und ¢ die Konzentration der absorbierenden Substanz. 
















Einheit des Lichtweges d ist cm. Einheit von ¢ ist Mole cem oder 
gcem. Im ersten Falle erhalt 8 die Dimension qem Mole, im zweiten 
Falle qem g. Multipliziert man $ [qem g] mit dem Molekulargewicht, 
so erhalt man § [qem Mole]. 

Fir viele Zwecke ist es bequem, § in qem g auszudricken. Z. B 
entnimmt man aus diesem f-Wert sofort, wie groB die zur Absorptions- 
messung geeignete Konzentration ¢ ist. (Fir d = lem erhalt man 












eine passende Lichtabsorption, wenn ¢ ist: denn dann wird der 
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; 

‘ . vy Sarat ii 

Exponent in , *-4 gleich 1). In Fallen, in denen das Molekular- 
i 


gewicht unsicher ist, wird man immer / in qem/g ausdriicken. 

Manche Chemiker wahlen als Einheit des Lichtweges em, aber als 
Einheit der Konzentration Mole/Liter. Sie benutzen also zur Definition 
ein- und derselben GréBe zwei verschiedene Lingeneinheiten, em und 
dem (was unsachgemaB ist). 

Zur Messung der Lichtschwichung «7 diente die friiher be- 
schriebene! lichtelektrische Methode mit rotierendem, wahrend der 
totation verstellbarem Sektor. Die Lichtquelle ist jetzt ein Wasserstoff- 
rohr, zur Zerlegung dienen zwei hintereinandergeschaltete Mono- 
chromatoren mit FluBspatoptik. 


Adenin und Nicotinsdurcamid. 

In dem Spektralgebiet von 220 bis 300 mu absorbieren von den 
Spaltungsprodukten des Co-Ferments merklich nur Adenin und Nicotin- 
siureamid. Die Absorption von Phosphorsiure, Zuckern und Zucker- 
Phosphorsaureestern ist gegen die Absorption der beiden Basen zu 
vernachlassigen. 

Die langwelligste Ultraviolettbande des Adenins und des Nicotin- 
siureamids liegt bei 260 mu. Die Héhe der Adeninbande ist wenig, 
die Héhe der Nicotinsiureamidbande ist stairker abhangig von der 
Aziditat der Lésung. Wir haben die Banden fiir Lésungen der beiden 
Basen in n/10 Salzsaure gemessen und die in Tabelle VIII verzeichneten 
Werte gefunden. 

Tabelle VIII. 





‘ , Nicotinsaure- i. , Nicotinsiure- 
Wellenlinge Adenin amid Wellenlinge Adenin amid 


[mu] 3 {qem/g] . 10-33 [qem/g} . 10 mu 7 [qem g] . 10 } |qem/g} . 10 


230 51 270 202 64 
240 98 289 87 (6) 
250 176 y 290 (7) (0) 
260 228 





Die Adeninbande ist also wesentlich héher, als die Bande des 
Nicotinsiureamids. Rechnen wir f qem/g aut f qem Mole um, so er- 
halten wir 

+ gem Mole 
fiir Adenin: 135 . 228 . 103 3.08 . 107 
fiir Nicotinsaureamid: 122. 96.10° 117.107 


und fiir das Verhaltnis dieser Absorptionskoeffizienten 2,64. 


1 O. Warburg u. E. Negelein, diese Zeitschr. 214, 64, 1929, insbes. S. 83. 








198 O. Warburg, W. Christian u. A. Griese: 


Die Bande 260 mu der beiden Basen ordnen wir den C—N-Bi: 
dungen ihrer Ringe zu. Adenin hat drei solecher Bindungen, Nicoti: 
saureamid eine, Adenin absorbiert ungefaihr dreimal so stark wi 
Nicotinsaureamid. Benzoesaure hat drei Ringdoppelbindunge: 
aber keine C=N-Bindung und auch keine Bande bei 260 mu. Bring' 
man die drei Doppelbindungen des Pyridinkerns durch Hydrieren mit 
Platin und Wasserstoff zum Verschwinden, so verschwindet auch di 
Bande 260 my des Nicotinsiureamids. — Die CONH,-Gruppe des 
Nicotinsdureamids ist ohne EinfluB auf die Bande 260 mu, da ihre Héhen 
fiir Nicotinsaure und Nicotinsdiureamid gleich sind. 


Nicht hydriertes Co-Ferment. 

Die langwelligste Ultraviolettbande des Co-Ferments liegt bei 
260 mu. Ihre Hohe ist, wie die Héhe der Adenin- und Nicotinséiureamid- 
bande, in geringem Mabe abhingig von der Wasserstoffionenkonzen 
tration der Fliissigkeit, in der das Co-Ferment gelést ist. Wollen wir die 
Absorption des Co-Ferments mit der Absorption seiner beiden Be 
standteile vergleichen, so miissen wir die Absorptionen bei der gleichen 
Wasserstoffionenkonzentration messen. 


Unserer Rechnung legen wir die Annahme zugrunde, daB das 
Molekulargewicht des Co-Ferments 743, der Adeningehalt also 18,2 °, 


und der Nicotinsiureamidgehalt 16,4 °% ist. Dann hat man, wenn die 
Absorption des Co-Ferments gleich der Summe der Absorption seine: 
basischen Bestandteile ist, die Gleichung 


Boo-Ferment F 0,182 . Badenin + 0,164 - Bxicotinsaureamid [qem/g]. 

In der ersten Spalte der Tabelle IX stehen die lichtelektrisch 
gemessenen Absorptionskoeffizienten des Co-Ferments, das vom 
Reinheitsgrad 1 und in n/10 Salzsaure gelést war, in der zweiten Spalte 
die aus der Additionsgleichung berechneten Absorptionskoeffizienten 
des Co-Ferments. Die fiir die Rechnung benutzten -Werte des Adenins 
und des Nicotinsaureamids sind der Tabelle VIII entnommen, auch 
bei ihrer Messung war das Lésungsmittel n/10 Salzsaure. 

Abb. | ist eine gra- 


Tabelle IX. phische Darstellung det 





Messungen. Wie man 
. . ,| Boo-F , 3 3 ‘ “at 
*Co- Ferment .10-3 | "C0 ‘toon - sieht, fallen die Spitzen 
qe y ‘ J 
Bs ms: dureh Addition 
imu! berechnet 


Wellenlinge 
der dureh Addition be- 
rechneten und der direkt 
240) 32 Oy gemessenen Banden zu- 
250 49 4 sammen. Links von 
269 57 
270 43 
280 15 7 messenen Punkte, rechts 


der Spitze sind die ge- 
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die durch Addition berechneten Punkte etwas héher. Die Bande des 
Co-Ferments liegt also etwas kurzwelliger, als bei reiner Addition der 
Absorption der beiden freien Basen zu erwarten ware. 

Anmerkung. Unsere Co-Fermentpraparate enthielten in wechselnder 
Menge eine Begleitsubstanz, deren alkalische Lésung gelb, deren saure 
Lésung fast farblos ist. Von dieser Substanz, die eine Bande bei 360 mu 
hat, riihrt die Fluoreszenz der Co-Fermentpraparate her. Co-Ferment- 
praparate, deren katalytische Wirkungen 
gleich sind, kénnen sich in bezug auf die 
Hohe der Bande 360 mu um das Zehnfache 


unterscheiden. 





Durch Hexose monophosphorsaure hydriertes 
Co-Fe rment. 
Das hydrierte Co-Ferment gewinnt 
man, indem man Co-Ferment vom Rein- 
heitsgrad 1 mit iiberschiissiger Hexose- 
monophosphorsaure in Bicarbonat (wie in 10 
Kapitel V) reagieren laBt. Ein gleicher 
ep a a 
Ansatz, aber ohne Zwischenferment, liefert 20 
; ne . : ‘ Welleniange —> 
die Lésung des nicht hydrierten Co- me : 
* = ens Abb. 1. Langwelligste Absorp- 
Ferments (vgl. Labelle X). tionsbande des (Co-Ferments 
Ist die Reaktion beendet, so ver- — (sungsmittel n 10 Salzsdure). 
- . Pd F oss @ = lichtelektrisch gemessene 
dimnt man die Lésungen mit 0,2 ,iger Punkte. 
o= durch Addition der Ab- 


e sorption der Basen be- 
fache zur Messung der Bande 345 mu, rechnete Punkte. 


Natriumbicarbonatlésung: auf das Fiinf- 


Tabelle X. Gewinnung der zur Absorptionsmessung dienenden 
Léosungen. 38%. 





() (2) 
Hauptraum . 1,5 cem 0,4 °/sige NaHCO, 

2,83 mg Co-Ferment vom Reinheits- 
grad 1, gelist in 1cem Wasser 
and Img NaHCO, 

0,1 . Zwischenferment, gelist in 
0,5cem Wasser 

ae 3 Hexosemonophosphors&ure | 
als Kaliumsalz in 0,2cem Wie (1) 
Wasser 

03 . NaHCO; 

Gasraum 5% COs in Argon 5°%y COs in Argon 


| Wie (1), aber ohne 
| Zwischenferment 


Nach Einkippen emm CO, emm CO, 


5 Min. + 48 

a + 76 

a » + 87 

80 + 88 

105 + 88 
korr. fiir Retention der CO, 


+ 94 
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auf das 20 fache zur Messung der Bande 260 mu. Da die Lichtabsorptio 
der anderen Komponenten der Lésungen gegen die Lichtabsorption de- 
Co-Ferments zu vernachlassigen ist, kann man das Co-Fermentspektrun 
messen, ohne das Co-Ferment aus den Lésungen zu isolieren. 

Tabelle XI enthalt das Ergebnis eines Versuchs: in Abb. 2 ist de: 
Versuch graphisch dargestellt. Die Bande 260 my des Co-Ferments 
bleibt bei der Hydrierung unverandert, im langwelligen Ultraviolett 
jedoch tritt bei der Hydrierung eine neue Bande auf. 


Tabelle XI. Ultraviolettspektrum des nicht hydrierten und 
hydrierten Co-Ferments. 





, Nicht Hydriert . Nicht Hydriert 
Wellen- hydriert Hydriert — nicht hvdriert Wellen- hvdriert Hydriert — nieht hy driert 
linge | 3 19-3 | 2-10-38 2.10-3 lange 3. 10-3 | 8-10-38 3.10 


ma qem g qem g {qem_g] mu {gem /g qem'g qem'g 


239 23.6 22.4 
240 29.0 26,2 
250 43,2 40.0 
260 51,5 50.0 
270 35,2 35.2 
280 12,1 16.9 
290 2.60 i ox | 
300 1,67 

310 1,67 6,96 


320 le 9.24 
330 Z, 12.0 
340 3,! 13.4 
350 7 14.8 
360 5,86 13.9 
870 5,40 9.74 
380 3.61 5,75 
390 1,98 2.66 
409 0,63 0.90 
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Im langwelligen Ultraviolett absorbiert auch die fluoreszierende 
Begleitsubstanz des Co-Ferments. Ihre Absorption bleibt bei der 
, Hydrierung des Co-Ferments 
7 durch He xosemonophosphorsaure 
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Abb. 2. Ultraviolettspektrum des nicht hydrierten Abb. 3. Langwellige Ultraviolettband: 
und durch Hexosemonophosphorsaure hydrierten des hydrierten Co-Ferments. 
Co-Ferments. (Lié-sungsmittel 0,2°/) Natriumbi- (Differenz zwischen dem Spektrum des 
carbonat.) hydrierten und nicht hydrierten Co- 
@ = Nicht hydriertes Co-Ferment, Ferments.) 
° durch Hexosemonophosphorsiaure hydriertes (Lisungsmittel 0,2°/9 Natriumbicar- 
Co-Ferment. bonat.) 
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Zwischenferment unverandert, ist also, wenn man die Bande des 
hydrierten Co-Ferments berechnen will, von der totalen Absorption 
abzuziehen. So erhalt man (vgl. letzte Spalte der Tabelle XJ] und Abb. 3) 
die langwellige Absorptionsbande des hydrierten Co-Ferments. Ihre 
Spitze liegt bei 345 my, ihre Hohe betragt (fiir L6sungen in Bicarbonat, 
bei Zimmertemperatur) : 


B3i5 mu = 10.103 qem/g. 

Durch die Héhe der Bande 345 my kann man den Reinheitsgrad 
eines Co-Fermentpraparats ebenso definieren, wie durch die Wasserstoff- 
kapazitat. 

Durch Hydrosulfit hydriertes Co-Ferment. 

Das hydrierte Co-Ferment gewinnt man, indem man Co-Ferment 
vom Reinheitsgrad | mit tiberschiissigem Hydrosulfit in Bicarbonat, 
wie in Kapitel VI beschrieben, reagieren laBt. Ist die Reaktion, deren 


Verlauf man in der manometrischen 
ome 


pest : $ 
schiittelt man mit 5 °4igemCO,—O,, +709 

= is 50 
45 


40 


Anordnung beobachtet, beendet, so 





bis das iiberschiissige Hydrosulfit zu 
Sulfit und Sulfat oxydiert ist. Sulfit 
und Sulfat absorbieren in dem unter- 
suchten Spektralgebiet nicht merk- sd 
lich. Hydrosulfit absorbiert so stark, — | 30 
da es vor der Absorptionsmessung 
oxydiert werden mub. 20 
Ist das Hydrosulfit oxydiert, 15 
so verdiinnt man mit 0,2 iger 10 
Natriumbicarbonatlésung, mibt, 5 
ohne das Co-Ferment zu isolieren, 


ron dl 


0 Ee li” 
: : . ‘ “i 00 : 40 360 580 Myf 
die Absorption des hydrierten Co- ae ae  Weleniénge— a 











Ferments und zum Vergleich die Ab- Abb. 4. Absorptionsepektram des nicht 
sorption des nicht hydrierten Co-Fer- hydrierten und durch Hydrosulfit hy- 
ments einer gleichen Substanzprobe pc RR cetgee se 

, 5 , stanz] ; bsungsmittel 0,29), Natriumbicarbonat. 


L 
In Abb. 4 ist ein Versuch gra- @ = nicht hydriertes Co-Ferment, 


phisch dargestellt. Wie bei der Hy- a a 
drierung mit Hexosemonophosphor- 

siure bleibt bei der Hydrierung mit Hydrosulfit die Bande 260 mu 
unverandert und tritt bei 345 mu eine neue Bande auf. 

Anders als bei der Hydrierung durch Hexosemonophosphorsaure 
wird bei der Hydrierung mit Hydrosulfit die fluoreszierende Begleit- 
substanz des Co-Ferments reduziert, wobei ihre Absorption im lang- 
welligen Ultraviolett zwischen 300 und 400 mu verschwindet. Hier 
darf man also die Absorption des nicht hydrierten Co-Ferments nicht 
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abziehen, sondern die totale im langwelligen Ultraviolett gemessen 
Absorption riihrt von dem hydrierten Co-Ferment her. 
Wir finden 
Bs45 mu = 10.108 qem/g, 


also ebensogroB, wie fiir Co-Ferment, das durch Hexosemonophosphor 
saure hvydriert ist. 


Durch Platin und Wasserstoff hydriertes Co-Ferment. 


Hydriert man Nicotinsiureamid mit Platin und Wasserstoff, so 
wird (vgl. Kapitel VII) der Pyridinring zum Piperidinring reduziert 
wobei die Bande 260 my verschwindet. Da bei der Hydrierung des 
Co-Ferments mit Platin und Wasserstoff in schwach alkalischer Lésung 
der Pyridinring des Co-Ferments zum Piperidinring und kein anderet 
Bestandteil des Co-Ferments hydriert wird, so war zu erwarten, dab 

bei Einhaltung der in Kapitel VII gegebenen Hydrierungsvorschrift 
die Bande 260 my auf den ,,Adeninwert* sinkt. 

technen wir wieder mit einem Adeningehalt von 18,2 °%, und einem 
Nicotinsaureamidgehalt von 16,4°,, so ist der Bruchteil ¢ der Bande 
260 mu, der von dem Adenin herriihrt, mit 


Adenin -. 998 103 und "ro neeaass aac — 96. 103 [qem g] 
220. : g 


260 mu 260 mu 


0,182 . 228 


0,182 . 228 — 0,164 . 96 


= 0.73. 


Wir fanden, daB bei der Hydrierung des Co-Ferments vom Rein- 
heitsgrad 1 bei Einhaltung unserer Hydrierungsvorschrift — die 
Hohe der Bande 260 mu auf 69°, ihres Wertes sank. 

Im langwelligen Ultraviolett tritt bei der Hydrierung mit Platin 
und Wasserstoff keine Bande auf. 

Die Bande der fluoreszierenden Begleitsubstanz (360 mu) ver- 
schwindet bei der Hydrierung mit Platin und Wasserstoff. 


IX. Der wasserstoffiibertragende Bestandteil des Co-Ferments. 

Bestimmt man in Co-Fermentpraparaten von verschiedener kata- 
lytischer Wirksamkeit den Gehalt an Nicotinsaureamid, so findet man 
um so mehr Nicotinsaureamid, je gréBer die katalytische Wirksamkeit 
ist. Dies und die Tatsache, daB von den Spaltungsprodukten des Co- 
Ferments Nicotinsaureamid besonders leicht hydrierbar ist, legten schon 
bald nach der Entdeckung des Nicotinsdiureamids die Vermutung 
natie, daB das Nicotinsaureamid der wasserstoffiibertragende Bestandteil 
des Co-Ferments sei. 
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lnaktivierung des Co-Ferments durch Hydrierung mit Platin und Wasserstoff. 

Img Co-Ferment wurde in 2cem m/10 Borat (px 9,4) gelést 
und bei 38° mit 10 mg Platin und mit Wasserstoff 1 Stunde geschiittelt. 
Dann war die Wasserstoffaufnahme, die 90 emm betrug, beendet. 1 mg 
des gleichen Co-Fermentpraparats wurden unter gleichen Bedingungen 
mit Platin, aber mit Luft anstatt mit Wasserstoff, geschiittelt. Der 
Gasdruck in diesem GefaB blieb konstant. 

Zur Priifung der katalytischen Wirksamkeit wurden aus jedem 
GefaB 1/19 mg entnommen und dem in Kapitel I] beschriebenen Priif- 
system zugesetzt. Es tbertrugen: 

das mit Platin und Luft geschiittelte Co-Ferment in 
10 Minuten .. . p's Ve cmap. li cee (ate Se ge 


das mit Platin und Wasserstoff geschiittelte Co-Ferment 


i TO eee ss Ne ee es ee ew ew el OO 


Bei der Hydrierung mit Platin und Wasserstoff verschwindet 
also die katalytische Wirksamkeit des Co-Ferments. Da bei der Hy- 
drierung mit Platin und Wasserstoff der Pyridinring des Co-Ferments 
zum Piperidinring und kein anderer Bestandteil des Co-Ferments 
hydriert wird, so ist Co-Ferment, dessen Pyridinring vollstandig hydriert 
worden ist, der reversiblen Hydrierung nicht mehr fahig. 

Bewiesen ist damit noch nicht, daB bei der reversiblen Hydrierung 
der Wasserstoff an den Pyridinring angelagert wird. Es kénnte sein, 
daB durch die vollstandige Hydrierung des Pyridinringes eine andere 
Stelle des Co-Fermentmolekiills inaktiviert wiirde. 

Um zu belegen, daB es derartige Einfliisse gibt, erwaihnen wir, daB die 
katalytische Wirksamkeit des Co-Ferments um etwa 45°, abnimmt, wenn 
man den Aminostickstoff seines Adeninteiles nach van Slyke nach der in 
Kapitel IV gegebenen Vorschrift abspaltet. Isoliert man das desamidierte 
Co-Ferment und 1aBt dann wieder Nitrit und Essigsaure einwirken, so andert 
sich die katalytische Wirksamkeit des Co-Ferments nicht mehr. 


Hydrierung des reversibel hydrierten Co-Ferments mit Platin und Wasserstof/. 


3 mg Co-Ferment vom Reinheitsgrad | und 0,1 mg Zwischenferment 
wurden in 3cem 0,2°%iger Bicarbonatlésung mit 3 mg Hexosemono- 
phosphorsiure, wie in Kapitel V beschrieben, 1'/, Stunden bei 38° ge- 
schiittelt. Dann war die Hydrierung, bei der 94 cmm Kohlensaure ent- 
wickelt, d.h. 94cmm Wasserstoff aufgenommen wurden, beendet. 

3mg Co-Ferment desselben Priparats wurden in gleicher Weise, 
aber ohne Zwischenferment, 1'/, Stunden bei 38° geschiittelt. 

So erhielten wir zwei Co-Fermentlésungen, die sich dadurch unter- 
schieden, daB in der einen Lésung das Co-Ferment (reversibel) hydriert, 
in der anderen Lésung das Co-Ferment nicht hydriert war. 
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Aus beiden Lésungen wurden je 1 mg Co-Ferment (1,07 cem Lésung 
entnommen und, wie aus Tabelle XII zu ersehen ist, mit Platin un 
Wasserstoff hydriert. 


Tabelle XII]. Vollstandige Hydrierung von nicht hydriertem un: 
von reversibel hydriertem Co-Ferment. 





38°. Einsatze leer. Gasraurm Wasserstoff. 
Gefas 1 Gefab 2 
Nicht hydriertes Co-Ferment Reversibel hydriertes Co-Fermer 
Hauptraum.. . ‘ leem m5 Borat, pq 9,4 lecm m5 Borat, Pp 9.4 
Img Co-Ferment (in 1,07 ecm) Img Co-Ferment (in 1,07 cen 
Birne. . ; 10 . Platin 10. Platin 
0,leem m/10 Borat, pu %4 O,leem m/10 Borat, py 9,4 
s 
Nach 1 Std. Ausgleict emm H emm H 
eingekippt 
Nach 60 Min. 90 (Endwert) 64 (Endwert) 
~Hydrierwert* 
[ emm Hy ”) 4 
se { 
mg Co-Ferment } 
Das Ergebnis des Versuchs ist: 
Wasserstoffaufnahme bei der reversibeln Hy- | 314 cmm Hg 
ol, 
drierung mit Hexosemonophosphorsaure | mg Co-FKerment 
Wasserstoffaufnahme bei der Hydrierung mit emm H, 


Platin und Wasserstoff des reversibel hy- ; 64 = 

; , ing Co-Ferment 
drierten Co-Ferments 

Wasserstoffaufnahme bei der Hydrierung mit 
Platin und Wasserstoff des vorher nicht > 9) 
hydrierten Co-Ferments 


emm H, 


mg Co-Ferment 


_ 


d. h., reversibel hydriertes Co-Ferment nimmt bei der Hydrierung mit 
Platin und Wasserstoff weniger Wasserstoff auf, als nicht hydriertes 
Co-Ferment. Die Summe des Wasserstoffs, der bei der reversibeln und der 
darauffolgenden Hydrierung mit Platin und Wasserstoff aufgenommen 
wird, ist ungefahr gleich dem Hydrierwert des nicht hydrierten Co- 
Ferments. 

Rechnen wir das Ergebnis noch auf Molekiile wm (mit dem Molekular- 
gewicht des Co-Ferments 743). so nimmt | Molekiil Co-Ferment auf: 


bei der reversibeln Hydrierung ....... . . . 1,04 Molekiile 
bei der darauffolgenden totalen Hydrierunyg . «. « « 2,12 Molekiile 
bei der totalen Hydrierung, wenn es vorher nicht 

reversibel hydriert ist . . . . Bal ae Ue we Oe EO | RODIN EES 


Dieser Versuch beweist, daB es der Pyridinring des Co-Ferments 
ist, der bei der reversibeln Hydrierung den Wasserstoff aufnimmt. 


De r weasserstottty he rtraqge nade Te ut de 8s Pyridin ides. 


Hydriert man Co-Ferment mit Platin und Wasserstoff, so sinkt 
die Bande 260 mu um den von dem Pyridinteil herriihrenden Wert. 
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Denn Piperidin hat keine Bande bei 260 mu. Hydriert man aber Co- 
Ferment reversibel mit Hexosemonophosphorséure oder mit Hydro- 
sulfit, so bleibt die Bande 260 mu unverandert (vgl. Kapitel VIII). 

Da die Pyridinbande 260 my nach unserer Auffassung (vgl. 
Kapitel VIII) von der Stickstoff-Kohlenstoft-Doppelbindung des Py- 
ridinringes herriihrt, so schlieBen wir aus der Konstanz der Bande 
260 mu bei der reversibeln Hydrierung des Co-Ferments, daB der Wasser- 
stoff nicht an die C=N-Bindung, sondern an eine der C=C-Bindungen 
angelagert wird. 


Basenbestimmung in reversibel hydriertem Co-Ferment. 

Wenn bei der reversibeln Hydrierung des Co-Ferments der Wasser- 
stoff an den Pyridinkern angelagert wird, so enthalt reversibel hy- 
driertes Co-Ferment kein Nicotinsaiureamid und kann bei der hydrolyti- 
schen Spaltung kein Nicotinsiureamid liefern. 

Wir haben Co-Ferment, das mit Hexosemonophosphorsaure re- 
versibel hydriert war, 6 Stunden mit n/10 Schwefelsiure im siedenden 
Wasserbad erhitzt und nach der in Kapitel IV fiir die Basenbestimmung 
gegebenen Vorschrift 15°% Adenin (als Pikrat) isoliert. Extrahierten 
wir nach der Entfernung des Adenins die Spaltungsfliissigkeit mit 
Amylalkohol, so konnten wir in dem amylalkoholischen Auszug kein 
Nicotinséureamid nachweisen. 
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Uber die Wirkungsweise des Zwischenferments. 
Von 
Erwin Negelein und Erwin Haas. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 28. September 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wenn Zwischenferment bewirkt, daB Co-Ferment nach der Gleichung 


Ko + RCOH +H,0 = Ko< 4+ RcooH 


(Co-Ferment) (Hexosemono- (Hydriertes (Phospho- 
phosphorsaure) Co-Ferment) hexonsaure) 
hydriert wird!, so ist das Zwischenferment entweder selbst ein Kata- 
lysator oder es ist der kolloide Trager des Co-Ferments. Wir haben auf 
Vorschlag von Herrn Otto Warburg versucht, durch Messung der Hydrier- 
geschwindigkeit bei verschiedenen Co-Ferment- und Zwischenferment- 
Konzentrationen diese Frage zu entscheiden. 

Das Co-Ferment war aus roten Blutzellen gewonnen und nahezu vom 
teinheitsgrad 1. Das Zwischenferment war aus Hefe gewonnen und 
vom Reinheitsgrad 0,5, wobei wir den Reinheitsgrad des reinsten bisher 
erhaltenen Zwischenfermentpraparats” gleich 1 setzen. 

Die Hydriergeschwindigkeit wurde lichtelektrisch gemessen. Wird 
Co-Ferment hydriert, so erscheint im Ultraviolett bei 345 my eine 
Bande!. Die Geschwindigkeit, mit der die Lichtabsorption bei 345 mu 
zunimmt, ist also ein MaB fiir die Hydriergeschwindigkeit. Die Zeit- 
intervalle, fiir die wir die Hydrierung lichtelektrisch messen konnten, 
waren von der GréBenordnung Sekunden; und die Co-Fermentkonzen- 
trationen waren von der GréBenordnung 0,01 mg/cem. 

Unser Ergebnis ist, daB das Zwischenferment der Trager des Co- 
Ferments ist. Co-Ferment und Zwischenferment reagieren umkehrbar 
nach der Gleichung: 


Co-Ferment + Zwischenferment = wasserstoffiibertragendes Ferment. 


Bei einer Co-Fermentkonzentration von etwa 10-5 Mole/Liter ist die 
Halfte des wasserstoffiibertragenden Ferments in Co-Ferment und 
Zwischenferment dissoziiert. 

! Vgl. die vorstehende Arbeit. — ? Das bisher erhaltene remste 
Zwischenfermentpraparat war 50mal reiner als das friither beschriebene 
Rohprodukt. Uber die Darstellung dieses Priparats wird in einer spateren 
Mitteilung mit W. Gerischer berichtet. 
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Da das wasserstoffiibertragende Ferment dissoziiert, kann eine 
kleine Menge Zwischenferment die Hydrierung von beliebig groBen 
Mengen Co-Ferment bewirken. In dieser Beziehung unterscheidet 
sich das Zwischenferment von dem kolloiden Trager des gelben Ferments, 
der fest mit dem gelben Farbstoff verbunden ist! und deshalb nur eine 
stéchiometrische Menge Farbstoff zur Reaktion bringen kann. 

Fiora Jane Ogsion und David Ezra Green schlagen vor*, das Zwischen- 
ferment ,,Dehydrogenase** zu nennen (,.The introduction into the literature 
of terms such as Zwischenferment has brought about a great deal of con- 
fusion**). Das Zwischenferment ist aber so wenig eine Dehydrogenase, wie 
das Globin des Hamoglobins ein Sauerstoffiibertrager ist. 


Versuchsanordnung. 

Zur Messung der Hydriergeschwindigkeit lésten wir neutralisierte 
Hexosemonophosphorsaure® und neutralisiertes Co-Ferment in 0,2 °oiger 
Natriumbicarbonatlésung, sattigten mit 5°, CO,-Argon, erwarmten auf 
38°, gaben zur Zeit t = 0 das Zwischenferment dazu und bestimmten 
lichtelektrisch die Zunahme der Lichtabsorption fiir die Wellenlange 
345 mu. 

Die Co-Fermentkonzentrationen lagen zwischen 0,01 und 1,0 mg /cem, 
die Zwischenfermentkonzentrationen zwischen 0,0003 und 0,003 mg /cem : 
die Konzentration der Hexosemonophosphorsaure war im allgemeinen 
4,6 mg/eem. Die Konzentration der Hexosemonophosphorsaure war also 
so groB, daB ihre Konzentration wahrend der Hydrierung als konstant 
betrachtet werden konnte; und die Konzentration des Co-Ferments war 
gegen die Konzentration des Zwischenferments so groB, dab durch 
Bindung von Co-Ferment an Zwischenferment die Co-Fermentkonzen- 
tration nicht merklich geindert werden konnte. 

Lichtelektrische Methode. 

Das MeBinstrument war ein Fadenelektrometer, die Lichtquelle 
ein Wasserstoffrohr der Firma Hanif & Buest, Berlin, dessen Konstanz 
fiir diese Versuche von Bedeutung war. Das Licht wurde durch zwei 
Monochromatoren doppelt zerlegt und, wie aus Abb. 1 ersichtlich, durch 
den Versuchstrog in die Photozelle geleitet. Wahrend des Versuchs 
wurde die Konstanz der Lichtquelle mit einem zweiten Absorptions- 
trog, der mit einer verdiinnten Tartrazinlésung gefiillt war, kontrolliert. 
Versuchs- und Kontrolltrog standen nebeneinander auf einem Schlitten, 
der in einem Wasserthermostaten von 37,6° verschiebbar war. Als Ab- 
sorptionstrége dienten geschlossene, planparallele GefaBe aus Quarz, die, 
je nach der Konzentration des Co-Ferments, eine Schichtdicke von 
0,2 bis 3cm hatten. 


1 H. Theorell, diese Zeitschr. 278, 263, 1935. — * The Biochem. J. 29, 
1983, 1935. — % Robison-Ester, iiber das kristallisierte Caleciumsalz gereinigt. 
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E. Negelein u. 


E. Haas: 


Da die Ausschlage des Elektrometers nicht proportional den ei: 
fallenden Lichtintensitaten sind, wurde vor dem Versuch das Elektro- 
meter geeicht. Zu diesem Zweck 1aBt man eine so groBe Intensitat de: 


Wellenlinge 2 


= 345 my. in die Photozelle eintreten, daB der Ausschlay 


des Elektrometers 100 Skalenteile betragt. Hierauf bestimmt man mit 
dem Sektor die Lichtschwachungen fiir mehrere Punkte der Skala. Durc), 


Licht vom teal 


’ 


— 
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Abb. 1. Lichtelektrische Messung 
der Hydriergeschwindigkeit. 
A = Absorptionstrége aus 
Quarz, Schichtdicke 0,2 
bis 3,0 em. 
El = Einfaden-Elektrometer. 
= Thermostat, gefiillt mit 
destilliertem Wasser. 
R = Rihrer. 
H = Elektrische Heizung. 
Rel. = Relais zur automatischen 
Temperaturregelung. 
Z = Photozelle. 


graphische Interpolation lassen sich dann fii: 
beliebige Elektrometerausschlage die ent- 
sprechenden Lichtschwachungen ermitteln. 


Fiir den Versuch wird der Absorptions- 
trog mit der Reaktionslésung, die noch kein 
Zwischenferment enthalt, gefiillt und vor dic 
Photozelle gebracht. Dann werden die Spalte 
der Monochromatoren so weit geéffnet, dal} 
das Elektrometer einen Ausschlag von etwa 
100 Skalenteilen gibt. Der Ausschlag des 
Elektrometers wird fiir den Versuchstrog und 
fiir den Kontrolltrog abgelesen. Hierauf 
wird zu der Reaktionslésung das Zwischen- 
ferment hinzugesetzt und beim Umschiitteln 
der Lésung die Zeit t = 0 gestoppt. Das 
Volumen der Zwischenfermentlésung war so 
klein, daB die Anderung der Absorption durch 
die Verdiinnung vernachlassigt werden konnte. 
Mit der Zugabe des Zwischenferments beginnt 
die Hydrierung des Co-Ferments, wodurch die 
Absorption der Lésung zunimmt. Der 
Elektrometerausschlag des Versuchstrogs wird 
nach der Stoppuhr zu verschiedenen Zeiten 
abgelesen und mit dem Elektrometerausschlag 
des Kontrolltrogs verglichen. Der Elektro- 
meterausschlag des Kontrolltrogs soll wahrend 
eines Versuchs nahezu konstant bleiben. Bei 
einer geringen Anderung desselben haben 


wir den abgelesenen Wert des Versuchstrogs prozentisch korrigiert 
Der Versuch ist beendet, wenn alles Co-Ferment hydriert ist. 


Ist § der Absorptionskoeffizient des nicht hydrierten Co-Ferments, 
ec die Konzentration des nicht hydrierten Co-Ferments, 
f’ der Absorptionskoeffizient des hydrierten Co-Ferments, 


c’ die Konzentration des hydrierten Co-Ferments, 


C =c-+c’ die Gesamtkonzentration des Co-Ferments, 
d die Schichtdicke der Lésung 
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Wirkungsweise des Zwischenferments. 
o ist die Lichtschwachung iy i 


zur Zeit ¢ 0: 


zur Zeit t= oo: 


4 
zur beliebigen Zeit ¢: ( : 


woraus folgt i i 
n(°) — m2) 
v/¢ v/t=0 


In ( ') — In ( *) 
\ ¢=0 


/t==0o 


, 


oder wenn tg wahrend der Hydrierung konstant gehalten wird: 
(t)h=0 
(2), 


(t)—0 


In 


In -. 
(U)t = x 
Hydriergeschwindigkeit. 

Lésungen, in denen Co-Ferment hydriert wird, enthalten hydriertes 
und nicht hydriertes Co-Ferment. Ist ¢ die Konzentration des nicht 
hydrierten Co-Ferments und c’ die Konzentration des hydrierten Co- 
Ferments, so ist C = ¢ + ec’ die Gesamtkonzentration des Co-Ferments. 
ce nimmt bei der Hydrierung ab, c’ nimmt bei der Hydrierung zu, 
C=ec+c’ bleibt konstant. 

Wir finden, daB in einer Lésung, in der Co-Ferment hydriert wird, 
die Hydriergeschwindigkeit mit fortschreitender Hydrierung abnimmt. 
Ist die Konzentration der Hexosemonophosphorsaure grob gegen die 
Konzentration des Co-Ferments, so ist das Zeitgesetz der Hydrierung 

de 

~ dt 

wo ¢ die Konzentration des nicht hydrierten Co-Ferments zur Zeit ¢ ist 

und R eine von der Hydrierzeit unabhangige Konstante. (Vgl. die 
Protokolle I, IT und III.) 

Die Zeitkonstante R ist abhangig von den Konzentrationen der 
Reaktionsteilnehmer: in geringem Mabe von der Konzentration der 
Hexosemonophosphorsaure, in erheblichem Mae von der Konzentration 
des Zwischenferments und der Gesamtkonzentration des Co-Ferments. 

Variation der Konzentration der Hexosemonophosphorsdure. War die 
Konzentration des Zwischenferments F = 0,003 mg/cem und die 
Gesamtkonzentration des Co-Ferments C = 0,300 mg/ecm, so fanden 
wir bei 38°: 


= Re, (1) 
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Konzentration der Hexosemonophosphorséure Zeitkonstante R 
(Saure mit KOH neutralisiert) 


EA stinnen | 
cem Minuten 


0,13 0,17 
0,67 0,21 
3,36 0,30 
16,80 0,47 


R wachst also mit der Konzentration der Hexosemonophospho: 
sdure, aber nicht proportional dieser Konzentration, sondern lang- 
samer und scheint sich bei groBen Konzentrationen einem Endwert 


zu nahern. 

Variation der Konzentration F des Zwischenferments. War dic 
Konzentration der Hexosemonophosphorsaure 4,6 mg/cem und die 
Gesamtkonzentration des Co-Ferments C = 0,05 mg/eem, so fanden 


wir bei 38°: 





ite ; ais R 
Zwischenfermentkonzentration F Zeitkonstante R F 


mg 1 ecm ] 
ecm Minuten mg Zwischenferment < Minuten | 


0,0003 0,16 | 534 
0,0006 0,34 | 566 
0,0015 0,81 | 540 
0,0030 1,61 | 537 

R ist also proportional F, R/F konstant. 

R/F ist ein MaB fiir den Reinheitsgrad von Zwischenferment- 
Praparaten. Bei Vergleichsbestimmungen ist darauf zu achten, daB R/F 
bei den gleichen Konzentrationen an Hexosemonophosphorsaure und der 
gleichen Gesamtkonzentration an Co-Ferment bestimmt wird. 

Variation der Gesamtkonzentration C des Co-Ferments. War dic 
Konzentration der Hexosemonophosphorséure 4,6 mg/ecm und dic 
Konzentration des Zwischenferments F = 0,0015 mg/ccm, so fanden 


wir bei 38°: 





aa rn me Zeitkonstante R R.C 
mg 1 mg Co-Ferment 
lee | Feo Minuten X cem 
0,0125 2,68 0,0335 
: ' 0,0250 1,53 0,03882 
Vgl. Protokoll I | 0.0500 0.89 0.0445 
0,2000 0,26 0.0520 
0,050 0,84 0,0420 
| 0,100 0,55 0.0559 
Vel. Protokoll II , 0,200 0,27 0,0540 a 
: -.> ; Mittel 0,054) 
0,400 0,13 0.0517 
0,800 0,069 0,0552 
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R ist also um so kleiner, je gréBer die Gesamtkonzentration C des 
Co-Ferments ist. Ubersteigt C den Wert 0,10 mg/cem, so ist R um- 
gekehrt proportional C, also R .C konstant (vgl. Abb. 2). 

R.C ist die Anfangsgeschwindigkeit der Hydrierung, denn: 

de 
dt 
dc 
dt 


RK .¢ 


_ R.C - fiir = C 0. 
Konstanz von R . C bedeutet also, daB die Anfangsgeschwindigkeiten der 
Hydrierung unabhangig von der Konzentration des Co-Ferments sind. 
Zusatz von hydriertem Co-Ferment. 
Wenn die Anfangsgeschwindigkeit der 006, 
Hydrierung unabhangig von der Kon- | 
zentration des Co-Ferments ist, aber die 
Hydriergeschwindigkeit in einer Lésung, 
in der Co-Ferment hydriert wird, ab- 
nimmt, so kann es nicht anders sein, 
als dafB eines der beiden Reaktions- 
produkte, Phosphohexonsaure oder 
hydriertes Co-Ferment, die Hydrierung 
hemmt. 
Die hemmende Substanz ist das 





> > 
= S 
BS = 


S 
S 
S 


sgeschwindigkeit der Hydrerung (RC) 


fangs 
SS 
S 
S 


A 


7, ieTtea ‘ny. Var > . iy = > Ls Peet 2 ee ee a ee ee ee ee 
hydrierte Co-Ferment. Zu einem Teil Tod 00% 00s Woe OO Lie GW Wie Oe 0 
einer Co-Fermentlésung wurde zur Zeit Gesamthonzentration C des Koferments/7%/ 
t = Ohydriertes Co-Ferment! zugesetzt. Abb. 2. Anfangsgeschwindigkeit 


: . jer Hy 2. Cyals Funkt 
Der Zusatz bewirkte, daB die Anfangs- Se ee 
der Gesamtkonzenti ation C des Co- 


geschwindigkeit der Hydrierung in dem Ferments. 
erwarteten MaBe sank (Protokoll ILI). 

Bei dem Versuch war die Konzentration der Hexosemono- 
phosphorsaure 4,6 mg/eccm, die Konzentration F des Zwischenferments 
0,0015 mg/eem. Wir fanden bei 38°: 





Konzentration des Co-Fei ments 
zur Zeit t= 0 Hydriergesch windigkeit 
AERTS - , zur Zeit t= 0 


nicht hydriertes hydriertes 
| mg | mg | | 1 (sa Co-Ferment 


ecm cem Minuten Minuten * ecm 


= 0,130 7 0 0,40 0,0520 
0.154 “¢ 0,247 0.16 0.0246 


a) 


Co 


' Das Co-Ferment war durch Hydrosulfit hydriert. 
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Mathematische Theorie (von Otto Warburg und E. Negelein). 
Nicht hydriertes Co-Ferment soll umkehrbar mit Zwischenferment 
nach der Gleichung reagieren: 
Nicht hydriertes Co-Ferment + Zwischenferment 
= nicht hydriertes wasserstoffiibertragendes Ferment. 


Hydriertes Co-Ferment soll umkehrbar mit Zwischenferment nach de1 
Gleichung reagieren: 
Hydriertes Co-Ferment + Zwischenferment 
=. hydriertes wasserstoffiibertragendes Ferment 


Die Bindung der beiden Formen des Co-Ferments an das Zwischen- 
ferment soll gleich fest sein, d. h.: die Gleichgewichtskonstanten der 
Dissoziation (in Co-Ferment und Zwischenferment) sollen fiir beide 
Formen des wasserstoffiibertragenden Ferments gleich sein. 

Reagiert bei der Hydrierung nur das mit Zwischenferment ver- 
bundene Co-Ferment, so wird mit fortschreitender Hydrierung die 
Geschwindigkeit der Hydrierung abnehmen, wegen der zunehmenden 
Dissoziation der reagierenden Verbindung und weil hydriertes Co- 
Ferment nicht hydriertes Co-Ferment von dem Zwischenferment. ver- 
drangt. Das Zeitgesetz dieser Abnahme ist das einfache Gesetz 

de 

~ dt 

weil die Dissoziationskonstanten der beiden Formen des wasserstoff- 

iibertragenden Ferments gleich sind. Dann bleibt die Summe des ge- 
bundenen Co-Ferments im Verlauf der Hydrierung konstant. 


= Re, 


Es sei 

e die Konzentration des nicht gebundenen, nicht hydrierten Co- 
Ferments [mg/cem], 

ce’ die Konzentration des nicht gebundenen, hydrierten Co-Ferments 
[mg/eem], 

C =c +c’ die Gesamtkonzentration des Co-Ferments [mg/cem] (die 
gebundene Co-Fermentmenge ist also zu vernachlassigen), 

F die Gesamtkonzentration des Zwischenferments [mg/cem] (des 
freien + verbundenen), 

D die Dissoziationskonstante des nicht hydrierten wasserstoffiiber- 
tragenden Ferments [mg/cem], 

D’ die Dissoziationskonstante des hydrierten wasserstoffiibertragenden 
Ferments [mg/cem], 


o der Dissoziationsrest des nicht hydrierten wasserstoffiibertrage nden 
Ferments [0], 





lent, 


der 


ver- 
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ver- 
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o’ der Dissoziationsrest des hydrierten wasserstoffiibertragenden Fer- 
ments [0], 
t die Hydrierzeit [Minuten], 


; : mg Co-Ferment 
k eine Reaktionskonstante 


mg Zwischenferment * Minuten 


Die Konzentration der Hexosemonophosphorsaure sei groB gegen die 
Konzentration des Co-Ferments und die Konzentration des Co-Ferments 
sei groB gegen die Konzentration des Zwischenferments. 

Die Dissoziationskonstante des nicht hydrierten  wasserstoff- 
iibertragenden Ferments ist 

c.(l—o@—o’) 
D = @—e). 
Q 

Die Dissoziationskonstante des hydrierten wasserstoffiibertragenden 
Ferments ist 
ce .(l—o—o) 


’ 


D' 

Da D = D' und C = ¢ - 
] 
OCD (1) 
Setzen wir die Hydriergeschwindigkeit proportional der Konzen- 
tration des nicht hydrierten wasserstoffiibertragenden Ferments, so ist 
de 

— = &.¢@.F 2 

as Q (2) 


und nach Elimination von o durch (1 


) 
de F 
ad ra ple (3) 


Fiir eine gegebene Konzentration F an Zwischenferment und eine 
gegebene Gesamtkonzentration C an Co-Ferment ist der in der eckigen 
Klammer stehende Ausdruck der Gleichung (3) konstant. Schreiben 
wir zur Abkiirzung 

) 
R = k— . , (4) 
CLD 
so erhalt (3) die Form 
de 


a Re. 
dt ; 


e ° - e ‘ % P . 
Dies ist das gefundene Zeitgesetz der Hydrierung. In Ubereinstimmung 
mit der Erfahrung ist die von der Zeit unabhangige GréBe R proportional 
F und bei gréBeren Werten von C umgekehrt proportional C. 
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Priifung der Theorie. 


Gleichung (4) R k F 
“O45 


(4) 


enthalt die von den Konzentrationen F und C abhangige GréBe R, dic 
durch Messung der Hydriergeschwindigkeit bestimmt wird und zwei 
GréBen, die bei Variation von F und C konstant bleiben: die Re 
aktionskonstante k und die Dissoziationskonstante D. 

Berechnung von k. Ist C groB gegen D, so geht (4) tiber in 
F 
7° 


Aus den Versuchen des Protokolls II entnehmen wir: 


R=k 





F C R 


mg mg | 1 | mg Co-Ferment 

| cem , | ecm | Minuten [ine Zwischenferment X Minuten 
0,0015 0,10 0,55 37 | 

0,0015 0,20 0,27 36 an 
0,0015 0,40 0.13 35 | Mivtel. 56 
0,0015 0,80 0,069 37 


Berechnung von D. Lésen wir Gleichung (4) nach D auf, so er- 
halten wir k PF 


po —C. 
- R 


Aus den Versuchen des Protokolls I entnehmen wir: 





F Cc R 
mg mg 1 mg Co-Ferment | 
| as] | eem | Minuten | | mg Zwischenferment * Minuten 
0,0015 | 0,0125 2,68 _ 0,0071 | 
0,0015  0,0250 1,53 — 0,0092 | Mittel 0,008 


0,0015 | 0,050 0,89 _ 0.0090 
0,0015 0,200 0,26 3 bce 


Bemerkungen zu der Theorie. 
Ist C groB gegen D, so geht Gleichung (3) 
de F 
“Hh oa 


und ist c’ = 0, also ¢ = C, so geht (5) iiber in 


liber in 
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d.h., die Hydriergeschwindigkeit ist dann, in Ubereinstimmung mit 
der Erfahrung, unabhangig von c. 

Aus (5) und (6) erkennt man, daB die Hydriergeschwindigkeit im 
Verlauf der Hydrierung nicht sinkt, weil ¢ abnimmt, sondern weil ¢’ zu- 
nimmt. Kénnte man das hydrierte Co-Ferment wahrend der Hydrierung _ 
aus der Lésung entfernen, so wiirde die Hydriergeschwindigkeit so lange 
konstant bleiben, bis C auf die GréBenordnung von D gesunken wire. 
Erst dann wirde die Hydriergeschwindigkeit, wegen der nun merklich 
werdenden Dissoziation, sinken. 

‘. Bor 
Der Mittelwert von k ist 36 mg So-Fermen . 
mg Zwischenferment * Minuten 
Nach (6) bedeutet dies, daB 1 mg Zwischenferment, das mit nicht 
hydriertem Co-Ferment verbunden ist, die Hydrierung von 36 mg Co- 
Ferment pro Minute bewirkt (wenn die Konzentration der Hexose- 
monophosphorsaure 4,6 mg /ccm betragt). Nehmen wir an, daf das Mole- 
kulargewicht des Co-Ferments 743 und das Molekulargewicht des 
Zwischenferments 70000 ist, so bewirkt 1 Mol Zwischenferment, das mit 
nicht hydriertem Co-Ferment verbunden ist, die Hydrierung von 
3400 Molen Co-Ferment pro Minute. Dies ist ein Minimalwert, da unser 
Zwischenferment nicht rein ist. 

Der Mittelwert von D ist 0,008 mg/ccm. Dies bedeutet, daB bei 
einer Co-Fermentkonzentration von 0,008 mg/cem die Halfte des 
wasserstoffiibertragenden Ferments sowohl des hydrierten, wie des 
nicht hydrierten — in Co-Ferment und Zwischenferment dissoziiert ist. 
Setzen wir das Molekulargewicht des Co-Ferments gleich 743, so haben 
wir halbe Dissoziation bei einer Co-Fermentkonzentration von 
1,1 . 10° * Mole/Liter. 


Co-Fermentkonzentrationen bei der kKatalytischen Wasserstoffiibertragung, 
Die stéchiometrische Reaktion zwischen Co-Ferment und Hexose- 
monophosphorsaure wird zur katalytischen, wenn man den Lésungen, in 
denen die Hydrierung vor sich geht, gelbes Ferment zusetzt und sie mit 
Sauerstoff schiittelt. Dann reoxydiert das gelbe Ferment das hydrierte 
Co-Ferment und der Sauerstoff reoxydiert das hydrierte gelbe Ferment. 
Ist der Zustand stationaér, so sind die Geschwindigkeiten aller Teil- 
reaktionen gleich. Ist — dm/dt der Sauerstoffverbrauch pro Minute und 
eem Lésung und — de/dt die Hydriergeschwindigkeit des Co-Ferments, 
so ist 
dm de 
eon. 
de 
und da — — 
dt 

dm 


= R.e, 
dt " 








a rm tren gemmepene.” 
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wo c die Konzentration des nicht hydrierten Co-Ferments im stationaren 
Zustand ist. Ist der Sauerstoffverbrauch bekannt und sind die Daten 
zur Berechnung von # nach Gleichung (4) gegeben, so kann man nach (8) 
die Konzentration c’ der hydrierten Form des Co-Ferments im stationaren 
Zustand berechnen. 

Wir betrachten zwei praktisch wichtige Falle, das ,,Prifsystem“ zur 
Bestimmung des Zwischenferments und das ,,Priifsystem“ zur Be- 
stimmung des Co-Ferments, die sich durch die Konzentration F des 
Zwischenferments und die Gesamtkonzentration C des Co-Ferments 
unterscheiden. 

I. Fall (Priifsystem zur Bestimmung des Zwischenferments). Konzen- 
tration der Hexosemonophosphorsaure 4,4 mg/ccm, Konzentration 
des Zwischenferments F = 0,010 mg/cem, Gesamtkonzentration des 
Co-Ferments C = 0,007 mg/ccm, 

mg Co-Ferment 
mg Zwischenferment * Minuten 
D = 0,008 mg/ccm, 


k = 36 


also R = 


~ 


F 4 1 
k = 24| - | . 
C+D Minuten, 
Fiir den Sauerstoffverbrauch wurde gefunden 
1m , O, g Co-Ferment 
ay 0 ~ 0,69 emm QO, _ 0,023* ae Y>. ¢ rme n 
dt Minuten * cem Minuten < cem 
Also dm 


~ dt 0,023 Maron 
cian ies 0,00096 mg/ccm 


c 0,00096 


a ~~ = 0,14, 
C 0,007 


d. h., im stationéren Zustand der Wasserstoffiibertragung liegt 14° des 
Co-Ferments in der nicht hydrierten Form vor. 

IT. Fall (Priifsystem zur Bestimmung des Co-Ferments). Konzen- 
tration der Hexosemonophosphorsaure 4 mg/cem, Konzentration des 
Zwischenferments F = 0,055 mg/ccm, Gesamtkonzentration des Co- 
ferments C = 0,00137 mg/ccm, 


; mg Co-Ferment 
k = 36 a . 
mg Zwischenferment x Minuten 
D = 0,008 mg/cem, 
also F a 
Rewk. wt 210 . =|: 
& C+D Minuten. 
* Wasserstoffkapazitat des Co-Ferments 30 emm H,/mg. 


aquivalent 1 H,. 





1aren 
Jaten 
th (8) 
aren 


* zur 

Be- 
des 
ents 


IZeN- 
ition 
des 


Wirkungsweise des Zwischenferments. 


Fir den Sauerstoffverbrauch wurde gefunden 


dm emm QO, 0.046 28 Co-Ferment 
== sod - = 3 ) : ‘ 
dt ~ Minuten < cem Minuten x cem 


dm 
~ dt 0,046 
R 210 
und ce 0,000 22 
Co 0,001 87 


0,000 22 mg/cem 


0,16, 


d. h., im stationéren Zustand der Wasserstoffiibertragung liegt 16°, des 
Co-Ferments in der nicht hydrierten Form vor. 


Hemmung der Hydrierung durch Phosphat. 


Oxydiert man Hexosemonophosphorsadure durch Sauerstoff mit gelbem 
Ferment und wasserstoffiibertragendem Ferment als Katalysatoren, so 
hemmt anorganisches Phosphat, wie Hugo Theorell fand!, die Oxydation. 

Diese Hemmung beruht auf einer Hemmung der Hydrierreaktion. 
Denn die prozentische Hydrierung pro Minute R wird durch Phosphat 
verkleinert. 

In einer ersten Versuchsreihe variierten wir die Phosphatkonzentration 
bei konstanten Konzentrationen an Co-Ferment und Zwischenferment und 
fanden: 

Konzentration des Zwischenferments 0,00075 mg/cem. 

Gesamtkonzentration des Co-Ferments C 0,025 mg/cem. 

Konzentration der Hexosemonophosphorséure 3,3 mg/cem. 





Konzentration des Phosphats R Hemmung der 
(8,5 Vol. sek., 1,5 Vol. prim.) 1 Hydriergesch windigkeit 
|Mole Liter] Minuten 0 


10 


0 0,87 a 
0.04 0,69 21 
0,10 0,35 60 
0,25 0,08 91 


In einer zweiten Versuchsreihe untersuchten wir den EinfluB der Co- 
Fermentkonzentration auf die Phosphathemmung. Wir fanden: 


Konzentration des Zwischenferments 0,001L5 mg/cem. 
Konzentration der Hexosemonophosphorsaure 4,5 mg/cem. 





R 
Gesamtkonzentration des 


Co-Ferments ( Hemmung der Hydrier- 


1 
Fe | geschwindigkeit 
| 0,1 Mole Liter 

Phosphat %l9 


mg Ces 
eem ohne Phosphat 


0.0125 2,68 0,65 76 
0,959 0.89 0,60 33 
0,200 0,26 0,32 keine Hemmung 
Die Phosphathemmung ist also um so kleiner, je gréBer die Gesamt- 
konzentration an Co-Ferment ist. Vielleicht verdrangt das Phosphat das 
Co-Ferment von dem Zwischenferment. 


1 Hugo Theorell, diese Zeitschr. 275, 416, 1935. 
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Protokoll lll. Konzentration der H exosemonophosphorsaur 
4,6mg/cem. Konzentrat ionF des Zwischenferments 0,0015 mg/cem 
© ist die Gesamtkonzentration des Co-Ferments. ¢ ist die Anfangskonzen 
tration des nicht hydrierten Co-Ferments. ec, ist die Anfangskonzentration 
des hydrierten Co-Ferments. ¢ ist die Konzentration des nicht hydrierten 
Co-Ferments zur Zeit ¢. 






























meee as mg 
ee ae low | ( 
aie . mg EP eae 
co = ¢ 0,130 4 cf = 0,247 | ae | 
Cc = 0,401 | mg 
ecm 
; : eS ped ca Ws 
t c -In— t c -In- 
t c t ce elm 
are mg 1 [ak mg 1 
[Sek.] Fa | sata: | (Sek.} Ee | sa: | Ab 
In | 
0 0,130 — 0 0,154 - we 
10 0,119 (0,52) 20 0,147 0,14 : 
20 0,112 0,45 40 0,139 0,15 mn 
30 0,195 0,43 60 0,132 0,15 Co 
45 0,097 0,39 90 0,122 0,16 
60 0,088 0,39 120 0,111 0,16 
90 0,073 0,39 180 0,095 0,16 ha 
129 0,060 0.39 240 0,080 0,16 ee 
180 0.939 0,40 300 0,069 0,16 a 
240 0,026 0,40 360 0,059 0,16 lav 
300 0,018 0,40 420 0,051 0,16 ly 
360 0,013 0,38 540 0,037 0,16 . 
660 0,028 0,16 
1 , P - 1 0 . 
Mittlerer Wert fiir ; -In°®’— R040) Mittlerer Wert fiir ; -In‘ R= 0,16 i 
c ¢ 


Zerstérung des wasserstoffiibertragenden Co-Ferments 
durch ultraviolettes Licht. 
Von 
Otto Warburg und Walter Christian. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm- Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 18. September 1935.) 


Lést man */, 999 mg wasserstoffiibertragendes Co-Ferment in 1 cem 
Wasser, fiillt die Lésung in ein Quarzreagensrohr und bestrahlt sie mit 
einer ,,medizinischen* Quecksilberdampflampe (Heraeus) in einem 
\bstand von 30 cm, so ist die katalytische Wirksamkeit des Co-Ferments 
in etwa 15 Minuten verschwunden. In einem Reagensrohr aus Glas oder 
wenn die Co-Fermentlésung konzentrierter ist, z. B. 1 mg/cem, so ist 
in 15 Minuten keine Zerst6rung nachweisbar. Wie Glas, so wirkt die 
(‘o-Fermentlésung als Filter, das die wirksamen Strahlen absorbiert. 

Um die photochemische Zerstérung quantitativ zu untersuchen, 
haben wir sehr verdiinnte wasserige Co-Fermentlésungen in Quarz- 
absorptionstrégen! mit ultraviolettem Licht von verschiedener Wellen- 
lange und gemessener Intensitat bestrahIlt und die Abnahme der kata- 
lytischen Wirksamkeit des Co-Ferments gemessen. 

Die Bestrahlungsintensitaten waren von der GréBenordnung 

cal 
10-4 bis 104 : , die Bestrahlungszeiten 20 bis 60 Minuten. 
qem . Minuten 
Die katalytische Wirksamkeit des Co-Ferments sank in der Bestrahlungs- 
zeit auf die Halfte bis ein Drittel. 

Die Konzentration e des Co-Ferments war 0,001 mg/cem, die 
Schichtdicke d der Lésung 0,5 bis lem, die Lichtdurchlassigkeit 7/i, 
nahezu gleich 1. Unter solchen Bedingungen ist? die photochemische 

— de' 
Zerstérungskonstante k | = dt | 


\ c 


b= ip g| F (1) 


Minuten 


Mole Quanten 


- ist, § der Absorptions- 
qcem . tata | ; 


wo 7? die Quantenintensitat 


' Abbildung O. Warburg, E. Negelein u. E. Haas, diese Zeitschr. 227, 
171, 1930. 20. Warburg u. E. Negelein, diese Zeitschr. 202, 202, 1928, 
insbesondere S. 216 u. 227. 
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O. Warburg u. W. Christian: 


ae qem 2 ie 
koeftizient f der Substanz, die zerstért wird, und ~ die Zerstérung 
Mole 
Mole Substanz zerstort | 


ausbeute - 
Mole Quanten absorbiert 





Spalte I Spalte Il Spalte II] 
: : Zeit halber Zer- 
Wellen Energie oe ° k 3 
reer a ‘ " y stirung fiir die = p.y Pco-Fe it 
Liehtquelle linge von 1 Mol Intensitit 1 cal i Co-Fermet 
pro gem u. Min. qem } | qem | 


eal {Min. Mole | Mole 


Quanten 


Aluminium- | 153000 0,0018 590 . 10° 910 . 10° 
Funken | 


Aluminium- | 145000 0,021 48. 10° 800. 10° 
Funkenu 


J 
Zink- \ 908 — 187000 0,095 10° 630 . 10 
Kunken | 


Cadmium- 


\ 
Funken | 
| 

} 


125000 0,28 ‘ 193 . 10! 


Quecksilber 


112000 0,46 . 105 334 . 10 
Lampe 


(Juecksilber- | 107000 0,40 585.105 328 . 10° 
Lampe | 


Magnesium-|) og3 101.000 0,94 75.105 67. 108 
Funken = ||| 

In Spalte I der Tabelle stehen die Halbwertszeiten (Zeiten halbe: 
Zerstérung) fiir die Bestrahlungsintensitaét 1 cal pro qem und Minute. 
Wie man sieht, steigt die Halbwertszeit mit wachsender Wellenlange seh: 
stark an. Bei 283 mu. ist die Halbwertszeit 520 mal so groB wie bei 
186 mu. 

In Spalte Il der Tabelle stehen die auf die Einheit der Quanten- 
intensitaét bezogenen photochemischen Zerstérungskonstanten. Dic 
k i-Werte waren, wie es nach Gleichung | sein muB, unabhangig von 
aiuBeren Bedingungen, wie Temperatur, Wasserstoffionenkonzentration., 
Sauerstoffdruck und von der Co-Fermentkonzentration (solange dit 
Bedingung kleiner Lichtabsorption erfiillt war). 

In Spalte III der Tabelle stehen die Absorptionskoeffizienten des 
Co-Ferments (wobei das Molekulargewicht des Co-Ferments gleich 743 
angenommen wurde). 

Ware der totale Absorptionskoeffizient des Co-Ferments mab 
gebend fiir die photochemische Zerstérung, so sollten nach Gleichung (1 


I: 
B.g 


% 
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Zerst6rung des wasserstoffiibertragenden Co-Ferments usw. 


die k/i-Werte gleich oder proportional den /-Werten sein (voraus- 


gesetzt, daB g unabhangig von der Wellenlange ist). Vergleicht man 
aber Spalte I mit Spalte II1, so sieht man, da ’/i weder gleich noch 
proportional f ist, sich sogar nicht einmal immer im gleichen Sinne wie 


p andert. 

Wir schlieBen daraus, daB fiir die Zerstérung des Co-Ferments 
nicht der totale Absorptionskoeffizient des Co-Ferments mabgebend 
ist, sondern der Absorptionskoeffizient einer besonderen Atomgruppe 
des Co-Ferments. 

Bei der Suche nach einem den k/i-Werten parallel sich andernden 
Absorptionskoeffizienten fiel uns auf, daB die Absorption des Wassers! 
diese Bedingung nahezu erfillt. Wir glauben aber nicht, dab die Zer- 
stérung des Co-Ferments eine Zerstérung durch , aktiviertes** oder photo- 
chemisch gespaltenes Wasser ist. Denn dann miBten die aut die 
Kinheit der Lichtintensitat bezogenen photochemischen Zerstérungs- 
konstanten &/t von der Lichtintensitat und von der Konzentration des 
('o-Ferments abhangig sein, was nicht der Fall ist. 


1 Erwin Haas, diese Zeitschr. 282, 224, 1935. 











Uber das Absorptionsspektrum des Wassers im Ultraviolett. 
Von 
Erwin Haas. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem 
(Eingegangen am 16. September 1935.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Fiir photochemische Arbeiten dieses Instituts war die Kenntnis 
der Lichtabsorption von Wasser erforderlich. Die vorliegenden Arbeiten 
hieriiber'~° weichen in ihren Ergebnissen zum Teil erheblich von- 
einander ab. Aus diesem Grunde wurde die Absorption des Wassers 
mit einer anderen Methode erneut bestimmt. 


Apparatur. 

Die hier seit einigen Jahren benutzte Einrichtung zur Messung 
von Absorptionsspektren’ konnte, etwas verdndert, fiir diese Arbeit 
verwendet werden. Abb. 1 ist die schematische Darstellung der Met}- 
apparatur. 

Als Lichtquelle fiir Messungen von {4 = 186 bis 4 — 400 my wird ein 
besonders leistungsfahiges Wasserstoffrohr benutzt®. Das Rohr ist 
wassergekiihlt und kann bei einer Belastung von 4000 Volt und 600 mA 
stundenlang betrieben werden. Verwendet man, wie es hier geschieht 
zur Messung ein langsam reagierendes MeBinstrument, so sind di 
Intensitatsschwankungen wahrend der Versuchsdauer von etwa 1 Minut: 
kleiner als 0,5°%,. In dieser GréBe liegt dann auch die Genauigkeit der 
ganzen Absorptionsmessung. 

Aus dem Kontinuum des Wasserstoffrohres wird durch zwei hinte1 
einander geschaltete Monochromatoren ® ein méglichst schmaler Spektral- 
bezirk isoliert. Monochromator (./,) ist festarmig gebaut, d.h. di 
Stellung der Spalte zueinander ist wnveranderlich. Zwei Prismen je 
30° sind in Joungscher Anordnung so montiert, da Licht der Wellen 
lange 200 my das Prismensystem im Minimum der Ablenkung passiert 


Kollimator: Brennweite 150 mm, Offnung 1: 3,7 
Objektiv: - 200 mm, -, 1:5 
Winkeldispersion 2 195 my — 2 205 mu = 32’ 57”. 


' Kreusler, Ann. d. Physik 6, 412, 1901. 2M. K. Tsukamoto, Revi 
d’optique 7, 89—108, 1928. — *® Hulburt, J. Opt. Soc. America 17, 15, 1928. 
* Hodgman, J.O. 8S. A. 28, 426, 1933. 5 L. H. Dawson u. Hulburt, Bull 
Am. physic. Society 9, Nr. 2, 24, 10./4., 1934. 6 Dieselben, J.O. 8. A. 24, 
175, 1934. — 7O. Warburg u. E. Negelein, diese Zeitschr. 214, 64, 1929; ins 
besondere S, 82—85. 8 Das Wasserstoffrohr wurde angefertigt voi 
Hanff und Buest, Berlin-N. ® Die Monochromatoren mit FluBspat-Opt 
wurden konstruiert und gebaut von B. Halle, Nachf., Berlin-Steglitz 
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Monochromator ., ist so konstruiert, daB Licht jeder Wellenlinge 
die Prismen im Minimum der Ablenkung durchsetzt. Beim Ubergang 
mu einer anderen Wellenlange bleibt Kollimator und Prisma I stehen. 
Prisma II wird geschwenkt und gleichzeitig damit dreht sich Prisma LIL 
und Objektiv mit Austrittsspalt um den doppelten Winkel. Da Ab- 


G 


Wasserkihlung 


Abb. 1. 


Gasentladungsrohr mit Wasserstoff yon 3inm Hg 
gefiillt 

Rotierender Sektor 

Antriebsmotor fiir den Sektor 

Fernrohr zum Ablesen der Sektoréffnung 
wiahrend der Rotation 

Monochromator mit FluBspatoptik 


2 Absorptionsrohre, Schicht 0,2—50 em 
Photozelle; lichtempfindliche Schicht: Kalium ; 
im Gasraum: Argon 
Einfadenelektrometer nach Lutz-Edelmann 
Flufspatlinse f= 100mm, Durchmesser = 40mm 


* = 250 == 42 
* f= @ « - = 40 
f= BH, a = 18 


sorptionsrohr und Photozelle in der 

optischen Achse bleiben miissen, sind 

diese gemeinsam mit dem Objektiv 2s. fl 

drehbar um Dr angeordnet. Prisma I 12°30" ~A.voompe 

und III haten einen’ brechenden 

Winkel von je 35°, Prisma II einen 

solehen von 50°. Die nutzbare Héhe der Prismen ist 40mm. Alle 
in diesem Aufbau verwendeten Prismen und Linsen bestehen aus 
FluBspat von ausgesuchter Lichtdurchlassigkeit. 


Kollimator: Brennweite = 150 mm, Offnung 1: 3.6 
Objektiv: é 280 mm, ‘i 1: 6. 


Winkeldispersion 4 195 my 4205 mu 59’ 33’. 











EK. Haas: 


Die Weite aller vier Spalte bei der Wellenlange 200 my war 0,4 mm 
Dann enthalt das Licht hinter dem Doppelmonochromator noch einen 
Spektralbezirk von 1,5 mu. Die Brennweiten der Linsen sind hie 
fiir Natriumlicht angegeben, es wurden jedoch alle Linsen fiir die jeweils 
eingestellte Wellenlange fokussiert. Die Notwendigkeit, fiir jede Wellen 
lange erneut zu fokussieren, wird ersichtlich, wenn ich erwahne, dal} 
die Anderung der Wellenlinge von 4 185 — 400 my. eine Bewegung de 
Objektivlinse von 35mm erfordert, um Emissionslinien im Objektiy 
spalt scharf abzubilden. Dieser Spalt ist parallel zu den Emissions- 
linien gearbeitet, also bogenférmig ausgebildet; auch dieses zur Kr- 
zielung gréBtmoéglicher Reinheit des Lichtes. Das divergierende Licht 
hinter den Monochromatoren wird dureh Linsen praktisch paralle! 
gerichtet und passiert so das Absorptionsrohr. Im Strahlengang sind 
zwei Absorptionsrohre auswechselbar angeordnet; ein Rohr <A, bis 
00 em lang zur Absorptionsmessung und ein zweites Rohr A, 0,2 bis 
lem lang zur Eliminierung von Reflexion und Absorption der Ab- 
schluBplatten. 


Die Absorptionsréhren haben eine lichte Weite von 50mm: sic 
bestehen aus Jenaer Glas und sind durch diimne Quarzplatten ver- 
schlossen. Die AbschluBplatten werden mechanisch, ohne Verwendung 
von Kitt oder Gummi gegen die geschliffenen Endflachen der Rohre 


gepreBt. Eine notwendige Voraussetzung dieser Messung ist gleiche 
Lichtdurchlassigkeit der beiden ungefiillten Absorptionsrohre. Durch 
entsprechende Auswahl der Quarzscheiben wurde diese Voraussetzung 
bei allen hier benutzten Wellenlingen geschaffen. 


Die Messung des Lichtes hinter dem Absorptionsrohr erfolgt, wi 
friiher beschrieben'!, mit Photozelle, Elektrometer und rotierendem 
Sektor. Zur Erhéhung der Lichtempfindlichkeit wurde die an det 
Photozelle liegende Spannung bis nahe an die Glimmspannung ge- 
steigert. Hierbei ist jedoch erforderlich, die Zelle vor starkerer Be- 
lichtung zu schiitzen. Die Empfindlichkeit der MeBeinrichtung zeigt der 
Vergleich mit der photographischen Methode: Durch Licht der Wellen- 
lange 190 my wird ein Elektrometerausschlag von 200 Skalenteilen 
erzielt. Ersetzt man die Photozelle durch einen Spektrographen (siehe 
unten), so ist eine Belichtungszeit von etwa 30 Minuten erforderlich, 
um auf der Schumann-Platte deutliche Schwarzung zu erzielen. Photo 
zelle, Elektrometer und Absorptionsrohr sind gemeinsam auf einem 
Wagen montiert und kénnen beim Wechsel der Wellenlinge wiede1 
leicht in die optisehe Achse des Monochromatorobjektivs eingeschwenkt 
werden. In Abb. | ist die Stellung der Photozelle bei 185 mu und 400 mu 


' Siehe FuBnote 7 auf S. 224. 
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Absorptionsspektrum des Wassers im Ultraviolett. 


angedeutet. Bei jedem Monochromator wurde mit Hilfe von Emissions- 
linien, Wellenliangentromme] und Linsenstellung geeicht. Die Reinheit 
des Lichtes wurde auf verschiedene Art gepriift. 


1. Inder gezeichneten Anordnung (Abb. 1) wurde die Photozelle durch 
einen FluBspatspektrographen ersetzt. Prismenwinkel 70°, Lichtstarke 
des Objektivs L: 10, Brennweite 200mm. Der Spalt des Spektrographen 
stand senkrecht zum Monochromatorspalt, so daB alles aus dem Mono- 
chromator austretende Licht erfaBt werden konnte. Die Einstellung 
der Monochromatoren war die gleiche wie bei den Absorptionsmessungen. 
Die photographischen Aufnahmen auf Schumann-Platte zeigen, dab 
der isolierte Spektralbezirk 1 bis 2mu umfabt und daB kein Neben- 
licht auftritt. 

2. In den Strahlengang wird eine Kronglasscheibe, 0,1 mm stark, 
cingeschaltet. Dann geht z. B. bei 4 200 mu der Elektrometerausschlag 
von 200 Skalenteilen auf 0 zuriick. Danach enthalt dieses Licht kein 
merkbares Fehlerlicht langwelliger als 4270 mu. 


3. Variiert man wie bei 4190 my die durchstrahlte Schicht um 
das Dreifache und findet den gleichen Absorptionskoeffizienten, dann 
beweist auch dies die Reinheit des Lichtes. 


Reinheit des Wassers. 

Leitungswasser wurde aus verzinntem Kupfer destilliert und lauft 
aus dem Zinnkiihler direkt in das Absorptionsrohr. Der Vorlauf wurde 
verworfen, dann war nach I'/,stiindigem Betrieb der Destillation 
schon maximale Lichtdurchliassigkeit erreicht. Dieses Wasser konnte 
nicht weiter verbessert werden durch Umdestillieren aus Quarz oder 
Jenaer Glas. Beim Vergleich mit Leitfahigkeitswasser von Kahlbaum 
zeigte sich dieses schlechter als unser Wasser aus dem Zinnkihler. Die 
teinheit des Wassers wurde bestimmt durch Messung der Lichtabsorption 
bei 4185 und 4 190 mu. Durch Sattigung des Wassers mit 100°, CO, 
wird Licht der Wellenlainge 190 mu bzw. 200munur 10°, starker absorbiert, 
d. h. die Kohlensiure der Laboratoriumsluft st6ért hier nicht. Die Ab- 


sorptionsrohre aus Jenaer Glas standen vor der Messung etwa 6 Monate, 
gefiillt mit destilliertem Wasser. Wahrend der Versuchsdauer von 
einer Stunde konnte keine Anderung der Absorption, etwa durch Auf- 


lésen von Glas, beobachtet werden. 


Resultat. 
Soweit méglich, wurde der Absorptionskoeffizient einer Wellen- 
lange bei verschiedener Schicht und dann immer mit friseh destilliertem 
Wasser bestimmt. Das Ergebnis dieser Messungen ist in Tabelle I zu- 
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Tabelle I. 


. Haas: 


Absorptionskoeffizienten von Wasser bei 24° ¢ 





5 Schicl 
Wellenlange (dg ct 


mu em 


1,80 é 1,31 
1.30 by 1.00 
0,80 0,69 
0,30 0,28 


3,80 2,96 1,09 
2.80 0,843 
236 0,695 
1,80 74 0,55 
1,30 48 0,39 


48,7 1,43 
24,0 0,71 
8,9 0,26 
48,7 0,70 
24,0 0,35 
8,9 0,13 


48,7 0,405 
24,0 0,21 


48,7 0,22 
24,0 0,12 
48,7 0,14 
48,7 0,123 

0,104 
1,06 0,058 


300 1,045 0,045 
Tabelle LI. 
Zur Bestimmung des 


Temperatur-Einflusses 


Absorptionskoeffizient 


D 
in 


10-8 

10-3 

Fe i 

. 10-5 

10" 

Ta 

Bb. to Mittel : 
10° 3 | 


5.107 4 
107! 
ae 


5.10-8 
5. 10-8 
5. 10-8 
7 iors | Mittel: 


-3 
are | Mittel: 4, 


A 


Mittel: 29,5. 10-8 


Mittel: 14,5. 10-8 
8,6. 10-8 


7. 10-5 


10-8 


-10°% 


910-8 


Anderung der Wasserabsorption mit der Temperatur. 


wurde das gleiche Wasser 


abwechselnd kalt und warm gemessen. 





Temperatur) Dy; | Di 
1 
oC Dy Dog 


Absorptions- 
koeffizient ; 


Wellenlange 190 mz. 
Schicht (dg — d,) = 2,36 em. 


1,95 | 0,67 | 280. 107° 


2.70 | 0,99 | 420.1078 


2.01 0,70 295.1073 


2.69 | 0,99 | 420.1078 


Dd, Absorptions- 


Temperatur D; - 
koeffizient 7 


oC Do Do 


Wellenlange 186 mu. 
Schicht (dy — d,) = 1,41 em. 


0,95 | 


2,60 670. 10-8 


8,70 | 1,381 | 980.1075 


265 | 0,97 690. 10-° 
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sammengestellt. Die Abb.2 und 3 sind graphische Darstellungen 
lieser Tabelle, in verschiedenem MaBstab gezeichnet. 

Ist D, die Durchlassigkeit (¢/i9) des Rohres A, von der Schicht- 
dicke d,, und D, die Durchlassigkeit des Rohres A, von der Schicht d,, 
so ist der Absorptionskoeffizient ; 

] dD, 


O-4 "Re 


Es sei noch erwahnt, das der Absorptionskoeffizient des Wassers 
ziemlich stark mit der Temperatur steigt. Aus diesem Grunde wurden 
alle Messungen bei 24°C ausgefiihrt. In 
Tabelle Il sind zwei Versuche bei 4 186 
und 4 190 mu aufgefiihrt, welche den Ein- 
fluB der Temperatur auf die Lichtabsorp- 





tion des Wassers zeigen. 
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Abb. 3. Lichtabsorption von Wasser im Ultraviolett. 
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Abb. 2. Lichtabsorption von Wasser im Ultraviolett. 





280 ~SO0mu 


Die Dissoziationskonstante des Wassers ist bei 17° — 0,6. 10°14, 
bei 37° = 2,5.10°-!4. Durch Steigerung der Temperatur um 20° wachst 
also die OH-Ionenkonzentration von 0,77 . 10-7 auf 1,58 . 10-7 normal. 

Da 10-7 bis 10-® normal NaOH ebenso wie Wasser absorbiert, 
da ferner Sattigung mit 100% CO, wenig EinfluB auf die Lichtabsorption 
hat, ist die Wirkung der Temperatur auf die Lichtabsorption durch 
Dissoziation nicht zu erklaren. 











Uber die Bestimmung des Tryptophans 
in Kiweibkérpern mittels des Pulfrichschen Photometers. 
Von 
F. Bohm und G. Griiner. 


(Aus dem Laboratorium der Lungenheilstatte der Allgemeinen Pensions 


anstalt in Novy Smokovee, C. 8. R.) 


(Eingegangen am 20, September 1935.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Bei der kolorimetrischen Tryptophanbestimmung mittels de) 
Voisenetschen Reaktion, die von Wohlfeil (1) auch fiir das Autenrieth 
sche Kolorimeter ausgearbeitet wurde, wird als Vergleichslésung eine 
50 
2 /o 
Wasser- und EiweiBfehler angegeben, der beim Vergleich von Eiweif- 
lésungen mit reinen Tryptophanlésungen eine differente Farbtiete 


ige Caseinlésung verwendet. Als Grund dazu wird der sogenannte 


verursacht, was zur Uberschitzung des Tryptophangehaltes erstere1 
fiihrt. Der Tryptophangehalt des Caseins wird dabei zu 1,7°, an 
genommen., 

AuBer den Mingeln, die der Vergleichskolorimetrie als solehen der 
Photometrie gegeniiber anhaften, ist es besonders der oben genannte 
Umstand, der unbefriedigt 1aBt. In der Literatur [Firth und Mit- 
arbeiter (2)| wird der Tryptophangehalt des Caseins zwischen 1,5 und 
2.2% angegeben. AuBerdem verhalt sich die Farbintensitat der 
Voisenetschen Reaktion bei Caseinlésungen und Serum in Abhingigkeit 
von der Alkalitét und Aziditit beim Ansetzen der Reaktion gegenteilig : 
endlich andert sich der Voisenet-Titer von EiweiBlésungen mit ihrem 
Alter. Diese Umstiinde tragen dazu bei, daB man den bisherigen Eiweilb- 
tryptophanwerten einen lediglich relativen Wert zubilligen kann. 

Untersuchungen des Tryptophangehaltes im Serum = zwecks 
immunbiologischer Studien wurden besonders von A. Fischer (3) und 
Mitarbeitern und von WoAlfeil (4) angestellt. Da eine eiweiBchemische 
Bearbeitung dieser fiir die ganze Medizin so wichtigen Gebiete aus- 
sichtsvoll erscheint, wird hier der Versuch gemacht, durch Ausarbeitung 
einer photometrischen Methode der Tryptophanbestimmung diese 
Werte objektiver zu gestalten. 

Die von Woklfeil fir das Autenriethsche Kolorimeter angegebene 
Methodik wurde beibehalten, da sie sich nach einigen Versuchen als die 
geeignetste erwies. In Anwendung kamen Casein nach Hammarsten (Kahl- 
baum) und Tryptophan Schuchardt, das Casein in 5° ,iger Lésung, vom 
Tryptophan wurden Verdiinnungen bereitet, deren Konzentration innerhalh 
der zu erwartenden normalen und erhéhten Werte schwankte. Es wird 
also leem der Versuchslésung mit 1eem n/5 KOH, 1 Tropfen 2,5 °oiger 
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Formaldehydlésung und 1l5cem HCl (spez. Gew. 1,16) versetzt. Nach 
10 Minuten kamen 12 Tropfen 0,05 ° jig. NaNO, hinzu, und es wird mit 
derselben Salzsiure auf 20 cem aufgefiillt. Nach abermaligen 10 Minuten 
wird mit derselben Salzsiure 1:2 verdiinnt und gleich photometriert. 
Verwendet wird der Filter 8S 57 und die 10-mm-Kammer. (Wir empfehlen 
die titrimetrische Einstellung der Salzsaiure, 10cem HCl vom spez. Gew. 1,16 
verbrauchen 100,2 cem n NaOH. 


Die Verwendung des Filters S57 geht aus der Abb. 1 hervor. 
Sowohl reine Tryptophan- als Caseinlésungen und Serum haben das 
Maximum der Extinktion bei der Wellenlange von 570 mu. 





Untersucht man die Abhingigkeit der 
10 


, ji Extinktion von der Konzentrationsanderung 
verwendet tccm Losurg; — es os 
20mm Kammer sowohl bei Tryptophan als bei Casein- 


lésungen, so bekommt man, wie Abb. 2 


in 0In Nal 7 | 
~in 30% KOH 


| 
| | verwendet tccm Losung, 
Pp hasein 5% om | | ‘tom Kammer 


ta ae a ae 
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a 750720 610 510 S5305004¥20 ¥30 mt 20 90 ~«OCODSCSC«iT:«C‘at Cth =O Omg 
Abb. 1. Abb. 2. 











und 3 zeigen, eine Gerade, als Beweis, daB in diesen Konzentrations- 
bereichen das Lambert-Beersche Absorptionsgesetz zu Recht besteht. 
Vergleicht man die EKichkurven 

von Tryptophanlésungen, bei denen [ | 5% haseinlioung, pa a 

als Lésungsmittel einmal n/10 | Wonzentration, mm hammer 
NaOH, das andere Mal 30°, KOH 
in Anwendung kam, so erhellt wieder 
aus der Abb. 2, daB beim Tryptophan |_| 
die Alkalitit keinen EinfluB auf die =f) ee | 
Extinktion ausiibt, die aus Mittel- 
werten konstruierten Kurven fallen 
innerhalb der Fehlergrenzen  zu- 


in 0 %KOK, 


se . OS 10 15 20 05 30 35 40 45 50% 
sammen. Anders verhalt es sich Aaseinlisung 


beim Casein. Es zeigte sich in Uber- Abb. 3. 
einstimmung mit den _ friiheren 

Untersuchern, daB die Extinktion fiir das in 30°, KOH geléste Casein 
wesentlich héher liegt als fiir das in n/10 NaOH geléste Casein und 
ebenfalls héher als fiir das in 30%, KOH geléste Tryptophan. 
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Wir gingen nunmehr zur Untersuchung der zeitlichen Abhangigkeit 
der Extinktionen des Caseins und des Tryptophans. Dabei zeigte es sich, 
° ° * ° ° ° ° . - ° 

daB, wieder in Ubereinstimmung mit den bisherigen Ergebnissen, der 

Extinktionskoeffizient sowohl fiir Tryptophan als auch fiir Casein- 
losungen mit der Zeit abnimmt. 

Aus der Tabelle I geht aber auch hervor, da® gleichartig bereitete 

Caseinlésungen verschiedene Ausgangsextinktionen haben, auBerdem ist 

auch der Abfall der Ex. 

Tehelle I tinktion nach 24 Stunden 

nicht der gleiche. Die 

Bezeichnung ,,gleichartig 

bereitet** ist keine exakte. 

Gibt man naémlich zum 





| Extinktionskoeffizienten 
| 


Lisung von 5 °/9igen Caseinlisungen 





Nr. || gleich nach dem Lisen nach 24 Std. abgewogenen Casein das 

Lésungsmittel, in diesem 
l 0,377 0,337 Falle n/10 NaOH, so 
2 0,377 0,305 kann man die Beobach- 
3 0,540 0,337 tung machen, da sich 
4 0,432 0,301 das Casein nicht gleich 
o 0,553 0,328 schnell lést. Es bilden 


sich Krusten, das Casein 
backt zusammen, so daB die endgiiltige Lésung einmal schon nach 10 Stun- 
den, das andere Mal aber erst nach 50 Stunden bei 37° C eintrat. Danach 
schwankten auch die Ausgangsextinktionen, indem Lésungen, die eher ge- 
lést waren, eine hdhere Extinktion aufwiesen als spater geléste. So 
schwankten die Extinktionen gleich nach der Lésung, also im Intervall 
von 10 bis 50 Stunden bestimmt, zwischen 0,540 und 0,328. 

Wenn wir mit Fiirth und Mitarbeiter annehmen, daB der Grund der 
zeitlichen Abnahme der Extinktion (bei den friiheren Autoren des 
Voisenet-Titers) die fortschreitende Alkalihydrolyse ist, so kann man 
unserer Ansicht nach auch die verschiedenen Ausgangsextinktionen 
damit erklaren. Je langsamer und je linger sich namlich das Casein 
lést, um so langer steht es unter dem EinfluB des Alkalis, um so weiter 
wird nach der endgiiltigen Lésung die Hydrolyse fortgeschritten sein, 
um so niedriger aber auch die Extinktion. 

Allerdings bleibt auch dieser Erklarungsversuch nur eine Annahme. 
Da nun aber dieser Vorgang ziemlich unregelmaBig in Erscheinung tritt, 
glauben wir, daB dieser Umstand den Unsicherheitsfaktor bei der bisher 
iiblichen Tryptophanbestimmung mit Casein als Vergleichslésung 
ziemlich erhéhen kann. Deshalb versuchten wir im folgenden die Ex- 
tinktionswerte der Caseinlésungen auf die reine Tryptophankurve zu 
beziehen. 

Bezieht man die Extinktionskoeffizienten von Caseinlésungen auf die 
Tryptophaneichkurve, so bekommt man Werte, nach denen die Tryptophan- 
konzentration des Caseins (bezogen auf Trockengewicht) zwischen 1,36 und 
2,06 °) schwankt, entsprechend den Extinktionskoeffizienten von 0,34 bis 
0,54. (In Tabelle II sind nicht alle Beobachtungen protokolliert.) Nimmt 
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man nunmehr an, was man auf Grund der in der Literatur angegebenen 
Tryptophangehalte des Caseins von 1,5 bis 2,2, im Mittel 2,02°,, mit 
gutem Recht machen kann, daB der Tryptophangehalt des Caseins mit 
2,06 °% zu veranschlagen ist, so fallt die fiir in n/10 NaOH geléstes Casein 
gezeichnete Extinktionskurve in die Extinktionskurve des in n/10 NaOH 
gelésten Tryptophans. Unter Annahme dieses Caseintryptophangehalts 
werden wir im folgenden die EiweiStryptophanwerte, die photometrisch 
ermittelt wurden, auf diese Tryptophaneichkurve beziehen. 

Bestimmt man im Awtenriethschen Kolorimeter den Tryptophan- 
gehalt von Caseinlésungen unter Bezug auf die von Wohlfeil angegebene 
Korrektionskurve und im Photometer unter Bezug auf die Tryptophan- 
eichkurve, so bekommt man ahnliche Ergebnisse, die in der Tabelle II 
zusammengestellt sind. 

Vergleicht man also Tabelle II. 
Tryptophanwerte, die 





Tryptophangehalt des Caseins 


durch kolorimetrischen ats lie 
Vergleich von Casein- — /’sung Diff. 
da : . ‘ kolorimetrisch photometrisch 
lésungen mit Casein- 
’ Nr. Clo %/) vom Mittel 
standard gewonnen wur- 
® a P ‘ 3 

den, mit Tryptophan- 1 1.6 1.6 
werten, die vom sclben 2 1,38 1,36 

aes xa 3 1,66 1,5 5,0 
rote Lo etrise va Ko 
I ot in photometrisch 4 1'66 1158 
ermittelt wurden, so 5 1,76 1,72 


stimmen die Werte sehr 

gut iiberein. Vergleicht man aber Serumtryptophanwerte, die also 
mittels Vergleich von Serum mit Caseinlésung erhalten wurden, mit 
den photometrisch ermittelten, so differieren die photometrisch er- 
mittelten Tryptophanwerte des Serums bei Annahme einer Casein- 


tryptophankonzentration von 1,7 um etwa 25%, bei Annahme von 
2,06 % Caseintryptophan um rund — 16% von den_ kolorimetrisch 


ermittelten Werten (Tab. III). 

Beriicksichtigt man das Wesen des EiweiB- und Wasserfehlers, so 
miiBte man, da wir ja eine Proteinlésung bei der Photometrie auf eine 
reine Tryptophankurve beziehen, héhere photometrische Werte er- 
rarten, als die kolorimetrischen. Gerade das Gegenteil ist der Wall, 
darum scheidet unserer Meinung nach der EiweibBfehler als Erklarungs- 
méglichkeit dieser Diskrepanz aus. Nach unserer Auffassung ist die 
Ursache in der verschiedenen strukturchemischen Konfiguration der 
Proteine zu suchen; bei verschieden aufgebauten Proteinen ist die 
hydrolytische Wirkung desselben Alkalis in derselben Zeit eime ver- 
schiedene. Die von uns konstatierte Verschiedenheit der Anfangs- 
extinktionen wirkt sich in der Tabelle III insofern aus, daB erstens die 
prozentuellen Abweichungen nicht konstant sind (von 5 bis 21°, und 
von 20 bis 33,5°%) und zweitens, daB denselben Werten der einen Be- 
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Tabelle III. 





Serumtryptophangehalt, bestimmt in mg-°/, 
Serum : s ci 
kolorimetrisch photometrisch Diff. photometrisch 


0 Casein 1,7 ° 0}, Casein 2,06 


146 
160 
164 
149 
162 
133 
137 
168 
133 

196 162 
11 154 121 
12 204 : 304 172 
13 114 : 27.6 98 
14 196 3! 30.6 162 
15 142 29 122 
16 192 2 33 156 
17 186 2: 32 151 
18 200 : 32 162 
19 160 ( 31 132 


160 
200 
184 
170 
200 
140 
160 
f 190 
9 140 
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stimmungsart nicht gleiche Werte der anderen Bestimmungsart zuge- 


ordnet sind. Da aber alle diese Fehler trotzdem die gleiche GréBenordnung 
haben und bei einer Annahme von einer Caseintryptophankonzentration 
von 2,06 °% innerhalb der bei der Kolorimetrie iiblichen Grenze fallen, 
empfehlen wir die photometrische Durchfiihrung der Tryptophan- 
bestimmung in EiweiBkérpern. Die Werte sind wenigstens nicht den 
durch Vergleichskolorimetrie nicht faSbaren Anderungen des Voisenet- 
Titers der Caseinlésungen unterworfen, auBerdem sind sie auf eine mehr 
absolute Basis, auf die Tryptophanextinktionskurve bezogen. 


Literatur. 


1) Wohlfeil u. Undritz, Klin. Wochenschr. 11, 721. 2) Firth u. Mit- 
arbeiter, diese Zeitschr. 109/110, 103, 124, 153, 1920; 146, 275, 1924: 
Ergebn. d. Physiol. 24, 1925. 3) Fischer u. Blankenstein, diese Zeitschr. 
231, 404, 1931. — 4) Wohlfeil, Centralbl. f. Bakt., I. Orig. 122, 88; Zeitschr. 
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f. Immunforsch,. 72, 387. 
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Zur Bildung von Flavinenzym-Systemen in keimenden Pflanzen. 
Von 
Hans vy. Euler und Olle Dahl. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 25. September 1935.) 


Diese Untersuchungsreihe schlieBt sich an eine altere Problem- 
stellung des einen von uns! an, und faBt wieder die Bildung von Enzym- 
systemen ins Auge. Uber die natiirliche Ausbildung solcher Systeme bei 
der Entwicklung des Organismus ist tiberhaupt bis jetzt noch sehr wenig 
bekannt. Versuche zu einem VorstoB in dieser Richtung finden sich in 
den Arbeiten von Euler und Svanberg?; sie behandeln die Ausbildung des 
Enzymes Saccharase in der lebenden Hefe unter dem EinfluB ver- 
schiedener zum Nihrmedium gesetzter Substanzen. Es gelang damals, 
durch geeignete Anordnungen die Saccharase bis auf etwa das zehnfache 
ihres natiirlichen Betrages anzureichern. 

Der oxvdative Kohlenhydratabbau kann in den Pflanzen ebenso wie 
im tierischen Organismus auf wesentlich verschiedenem Wege erfolgen 
VerhaltnismaBig selten tritt die direkte Oxydation der Zucker zu Hexon- 
sauren ein (Harrison®, Miiller*). In der tiberwiegenden Mehrzahl der 
Zuckerverbrennungen beginnt der Abbau mit einer oxydoreduktiven 
anaeroben Phase. 

In eisenkatalysatorfreien Zellen kann das Flavinenzymsystem 
(,,gelbes Ferment‘‘)> den gesamten Abbau von der Zymohexose bis zu 
den Endprodukten tibernehmen. An der Wirksamkeit der in der Natur 
sehr verbreiteten Flavinenzymsysteme, und zwar an der Wirk- 
samkeit ihrer Dehydrasen®, sind Coenzyme’, Co-Zymase, Warburg sches 
Co-Ferment 8, (zweiter Aktivator) wesentlich beteiligt. Nach der oxydo- 
reduktiven Phase kénnen in eisenhaltiger Systemen® die Wirkungen 

' Siehe Euler, Chemie der Enzyme, 3. Aufl., 1. Teil: Allgemeine Chemie 
der Enzyme 1925, S. 396; Euler u. Johansson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
76, 388, 1912; 78, 246, 1912; 84, 97, 1913; Euler u. Cramér, ebenda SS, 
430 u. 89, 272, 1914; Euler, diese Zeitschr. 85, 406, 1918. 2 Kuler u. 
Svanberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 106, 201, 1919. — * Harrison, Biochem. 
J. 25, 1016, 1931. — 4 Myiller, diese Zeitschr. 218, 211, 1933. —— 5 Siehe 
Warburg, Ndgelein u. Haas, ebenda 266, 1, 1933. 6 Kuler, Adler u. 
Schlétzer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 226, 87, 1934. — 7 Euler u. Adler, 
Schlenk u. Giinther, ebenda 233, 120, 1935. — 8 Warburg u. Christian, diese 
Zeitschr. 254, 438, 1932; 257, 492, 1933; 266, 377, 1933. — ® Keilin, Proc. 
Roy. Soc. (B) 106, 418, 1930; 98, 312, 1925; 104, 206, 1929. 
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vom Komponenten des Keilinschen Cytochroms einsetzen, —nac! 
H. Theorell' des Cytochroms c. 

Im System ,,Gelbes Ferment‘‘, Hexosemonophosphat + Zwischen 
ferment + Co-Ferment (Dehydrase mit Co-Enzym) fungiert das Flavin- 
enzym wenigstens in vitro als Sauerstoffiibertrager und bewirkt also 
eine Blauséure-unempfindliche Oxydation durch Luftsauerstoff. 

Hinsichtlich der Bildung des Flavins in lebenden Zellen sind in 
diesem Institut von L. Bradley Pett? Versuche ausgefiihrt worden, und 
zwar an Hefe, durch welche unter gewissen Bedingungen eine Steigerung 
des Totalflavins um etwa 60°, des Ausgangswertes erreicht wurde ; der 
gréBte Effekt wurde durch Zusatz von Cyankalium hervorgerufen, so dai 
man zu der Vermutung gefiihrt wurde, da ur so mehr eisenfreie: 
Oxydationskatalysator gebildet wird, je weniger Eisenkatalysatoren dic 
Zelle zur Verfiigung hat. Allerdings hat sich dieser SchluB durch andere 
Versuche noch nicht stiitzen lassen. [Etwa 90°, des Gesamtflavins sind 
in der Hefe in gebundener Form (Flavinenzym) vorhanden ®. | 

Uber die Bildung des Flavins in keimenden Samen wurde hie: 
eine orientierende Untersuchung von A. W. H. van Herk* unternommen, 
welche das Ansteigen des Flavins bei der Keimung zeigte. In dei 
Untersuchung van Herks war jedoch nur das Gesamtflavin gemessen 
worden, ohne Riicksicht darauf, welcher Teil desselben an Protein 
gebunden ist und also das katalytisch viel aktivere Enzymstadium 
erreicht. Die Ausbildung des Flavinenzyms ist offenbar ein sehr viel 
giinstigeres Beispiel fiir das Studium der natiirlichen Ausbildung eines 
Enzymsystems als die Saccharase, da wir in ersterem Falle die katheptische 
Gruppe des Enzyms (Flavinphosphat®) und die chemischen Voraus- 
setzungen fiir die Synthese vollstiindig kennen. Das Eindringen in das 
Problem der Katalysatorbildung in der lebenden Zelle schlagt eine Briicke 
zwischen der chemischen Genetik und der Biochemie. 


Methodik. 


Untersucht wurden Samen von Gerste, Hafer und Erbsen. 

Totalflavin. Zur Bestimmung wurden im allgemeinen je 500 Korner 
verwendet, was fiir ungekeimte Gerste (Goldgerste 1934) einer Gewichts 
menge von 21,8 g und fiir Hafer (Segerhafer 103) 18,3 g¢ entspricht. 

Die Gerste keimte bedeutend besser als der Hafer. Bei den Erbsen 
war das Keimungsresultat am schlechtesten. Die Untersuchung der Erbsen 
geschah in gleicher Weise wie die an Gerste und Hafer. Zur Bestimmung 


' H. Theorell, diese Zeitschr. 279, 463, 1935. — 7? L.B.R. Pett, Sv. Vet 
Akad. Arkiv f. Kemi 11 B, Nr. 53, 1935; Biochem. J. 29, 937, 1935. 
3 Euler u. Adler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11 B, Nr. 28, 1934. 
4 van Herk, ebenda 11 A, Nr. 22, 1935. — 5 Nach dem bemerkenswerten 
Befund von H. Theorell ist Flavinphosphat die katheptische Gruppe de- 
Flavinenzyms (diese Zeitschr. 275, 37, 1934). 
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des Totalflavins wurden 50 Stiick Erbsen verwendet, welche etwa 16,5 g 
wogen. Zur Bestimmung des Flavinenzyms verwandten wir die doppelte 
Menge. 

Ungekeimte Gerste und ungekeimter Hafer wurden in einer Miihle fein 
gemahlen und dann mit 60° igem Alkohol bei 60 bis 70° 3 bis 4 Stunden 
extrahiert. Nach Abzentrifugieren wurde von neuem mit 60 °,igem Alkohol 
bei der gleichen Temperatur 1 bis 2 Stunden extrahiert. Eine dritte Zentri- 
fugierung und Extraktion wurde in der gleichen Weise ausgefiihrt. Die 
gekeimten Samen! wurden mit Sand in einem Morser verrieben und hierauf 
wie oben behandelt. 

Die erhaltenen drei Extrakte sind jedesmal vereinigt und dann im 
Vakuum auf etwa 50 ccm eingedunstet worden, worauf ein eingetretener 
Niederschlag von EiweiBsubstanzen usw. abzentrifugiert und dreimal mit 
Wasser gewaschen wurde. Extrakte von Samen, welche mehr als 2 Tage 
gekeimt waren, wurden hiernach mit Ather ausgeschiittelt, um das Chloro- 
phyll zu entfernen. Im vorliegenden Falle erwiesen sich zwei derartige Aus- 
schiittlungen geniigend. 

Der eingedunstete Extrakt wurde nun in ein bzw. zwei Filterréhren 
iibergefiihrt und wurde hierauf alkalisch gemacht (der Extrakt war 0,5 n 
beziiglich NaOH). Die alkalische Lésung wurde in der iiblichen Weise? 
durch eine 500-Watt-Lampe 3 Stunden lang belichtet, unter gleich- 
zeitiger Kiihlung und Liiftung der Lésung. Nach der  Belichtung 
wurde die Lésung mittels H,SO, kongosauer gemacht, eine entstandene 
Fallung wurde abzentrifugiert und ausgewaschen, worauf die Fliissigkeit in 
einen Scheidetrichter tibergefiihrt wurde und das Lumiflavin mit Chloroform 
sechsmal ausgeschiittelt wurde. Die erhaltene emulgierte Chloroformlésung 
muBte nach Herausnahme jedesmal zur Klarung zentrifugiert werden. 
Der Chloroformextrakt wurde iiber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, 
worauf man bis zum Volumen 25 cem eindunstete. Nach Abmessen im 
25-cem-MeBkolben wurde die Fluoreszenzintensitat im Stufenphotometer 
gemessen (Mattscheibe 3, Filter L,). 

Flavinenzym. Eine doppelt so groBe Substanzmenge wie bei den obigen 
Bestimmungen des Totalflavins kam zur Anwendung. Die gekeimten Samen 
wurden mit Sand im Morser zerrieben, die Extraktionen (zuerst 2 Stunden, 
dann 1 Stunde, schlieBlich 30 Minuten) wurden mit Eiswasser ausgefiihrt. 
Die drei Extrakte wurden vereinigt und nachher in zwei Halften geteilt, 
von welchen die eine direkt im Vakuum eingeengt und nach obiger Vor- 
schrift behandelt wurde, waihrend die andere zuerst aus diinnen Kollodium- 
hiilsen gegen laufendes Wasser 6 Stunden lang dialysiert und dann wie oben 
behandelt wurde. 

Zwei Versuche, von denen der eine mit 48 Stunden gekeimtem Samen, 
der andere mit 5 Tage gekeimtem Samen angestellt wurde, zeigten, daB 
man in dieser Weise nicht das gesamte Flavin (freies und gebundenes) er- 
halt, sondern nur etwa die halbe Menge. Man kann somit in diesem Falle 
nur das Verhaltnis 

nichtdialysierbares Flavin im Extrakt 


Totalflavin im Extrakt 


! Die Getreidesamen wurden am Tage vor der Keimung in 0,5 °,igem 
Hydroperoxyd eingeweicht. * Euler u. Adler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. 
Kemi 11 B, Nr. 28, 1934. Die Methodik dieses Instituts ist genauer be- 
schrieben bei F’. Vivanco, ebenda 12A, Nr. 3, 1935. 


Biochemische Zeitschrift Band 282. 16 











238 H. v. Euler u. O. Dahl: 


erhalten, welches immerhin angibt, welcher Anteil des gesamten Flav 
mindestens in gebundener Form in der Pflanze vorliegt. 

Was die Uberfiihrung des Flavins in Lumiflavin durch Bestrahlung 
alkalischer Lésung betrifft, so beobachtet man, besonders wenn Hafi 
extrakt zur Untersuchung kommt, da®B schon im Anfang der Bestrahluny 
ein Niederschlag entsteht, obwohl der Extrakt von Anfang an klar wa 
Diese (vermutlich aus EiweiBstoffen) bestehende Fallung, welche dureh di 
starke Bestrahlung oder durch die Liiftung der Fliissigkeit entstanden ist, 
kénnte vielleicht die Einwirkung der Bestrahlung auf das Flavin hera! 
setzen, so da der Umsatz zu Lumiflavin unvollstandig wird. Andererseits 
ist ja die Umriihrung durch die Liiftung sehr effektiv, so daB man eine tw 
vollstandige Umwandlung des Flavins kaum zu befiirehten braucht. 


Ergebnisse. 


Wir fassen die erhaltenen Versuchszahlen in folgender Tabelle zu- 
sammen: 





aieeniie 7 ——— Nicht dialysierbares Flavin im Extrakt j 
Trockensubstanz Totalflavin im Extrakt 

Gerste, ungekeimt. . . 0,1 _ 
»  gekeimt, 1 Tag 1,0 83 95 
to “ 2 Tage 2,0 -—— 
* ms 2,05 61% 
a iS 8 » 2,2 67% 

Hafer, ungekeimt . . . 0,2 — 


»  gekeimt, 2 Tage 0,3 61% 

‘ Dis 0,6 69 °,, 
Kirbsen,ungekeimt. . . 0,8 94 °, 
»  gekeimt, 8 Tage 2,8 69 % 


Da es sich hier um eine Wasserextraktion in der Kalte handeit und 
nicht alles Flavin auf diese Weise extrahiert werden konnte, so wird statt 
der gesuchten GréBe gebundenes Flavin. 100: Totalflavin der Quotient de: 
Spalte 3 eingefiihrt. 

Die in der Tabelle angegebenen kleinsten Werte (spez. fiir ungekeimte 
Samen), sind ziemlich unsicher, da die Versuchsfehler bei dieser Methode 
0,1 bis 0,2 » pro g betragen kénnen. 


Was die Absolutwerte des Flavingehaltes betrifft, so liegen frithere 
Bestimmungen vor 

beziiglich der Gerste fiir welche Ewer, Adler und Schlotzer! nach 
eintagiger Keimung 0,6 y pro g Frischgewicht, also etwa ly pro g 
Trockengewicht, fanden: 

hinsichtlich der Erbsen von A. W.H. van Herk?. Er fand 0,9» 


Flavin pro g Frischgewicht oder 4,5 y Flavin pro g Trockengewicht 


1 Kuler, Adler u. Schlétzer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 226, 87, 1934. 
2 4. W.H. van Herk, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11 A, Nr. 22, 1935. 
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Nach einer Keimungsdauer von 2 Tagen war die Flavinkonzentration 
noch nicht geandert, nahm dann aber schnell zu, und war nach 2 Wochen 
dreimal gréBer als im ungekeimten Samen. 

Die wesentlichsten Resultate, die wir obiger Tabelle entnehmen, sind : 

1. Die untersuchte Gerste enthalt wihrend der fiinf ersten Keimungs- 
tage eine etwa drei- bis siebenmal gréRere Menge von Totalflavin als 
Hafer, 

2. die Totalflavinsynthese ist bei der Gerste schon am 2. Tage im 
wesentlichen vollzogen (von da an ist der Gehalt an Totalflavin ziemlich 
konstant), dagegen nimmt der Flavingehalt bei Hafer noch nach dieser 
Zeit zu, 

3. in Extrakten von gekeimten Samen ist das Verhaltnis von 
nicht dialysierbarem (gebundenem) Flavin zum Totalflavin etwa ?/, und 
halt sich wahrend der Keimung ziemlich konstant, 

4. in ungekeimten Erbsen, die im Gegensatz zu ungekeimter Gerste 
und ungekeimtem Hafer eine erhebliche Menge Flavin enthalten, liegt 
fast alles Flavin in gebundener Form vor. 


Atmungsversuche an ungekeimter und gekeimter Gerste. 
Nach den oben erwahnten Bestimmungen von van Herk und von uns 
findet bei der Keimung eine erhebliche Flavinsynthese statt. Die Haupt- 
menge (etwa 70 °%,) davon finden wir gebunden und sie diirfte als Flavin- 


enzym anwesend sein. Uber die eventuellen Mengen von Flavin- 
phosphat sind wir noch nicht unterrichtet. 


Da, wie eingangs erwahnt, das Flavinenzym nach Warburg wesentlich 
an einem Oxydationssystem beteiligt ist, schien es von Interesse, am 
gleichen Material, an welchem wir nun den Gehalt an freiem und ge- 
bundenem Flavin kennen, die Atmung zu studieren. 

Zu diesen Atmungsversuchen benutzten wir die gleiche Gersten- 
sorte (Goldgerste 1934) wie fiir obenerwahnte Flavinbestimmungen. Die 
Atmungsversuche wurden genau nach der von Warburg beschriebenen 
Methodik ausgefiihrt. 

Beziiglich der ungekeimten Gerste sind Untersuchungen angestellt 
worden teils mit ganzen Gerstenkérnern, teils mit geschroteten. Die 
gekeimte Gerste (Keimung 2 Tage) wurde ebenfalls teils unzerteilt 
verwendet, teils im Mérser verrieben, teils mittels eines Rasiermessers 
in diinne Scheiben geschnitten. Versuche sind angestellt worden mit 
verschiedenen Substanzmengen, worauf die Werte auf 1g Trocken- 
substanz umgerechnet wurden, um den direkten Vergleich zu erleichtern. 
Die Versuchswerte geben die Menge verbrauchten Sauerstoffs in cmm 
nach verschiedenen Zeiten an. 

16 * 
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Tabelle I. Atmung der ungekeimten Gerste in cmm. 


(Auf 1g Trockensubstanz umgerechnet.) 





Versuchsmenge Gefrste in g 





Atmungs- 0,207 & 0,525 g 0,540 & 0,2¢ 
zeit = 5 Kiérner = 12Kérner = 12Kérner ’ 


0,5 g 


Std. Ganze Korner Geschrotet 


af — 105 82 49 
1 — _ - 203 165 129 124 
1}, _ 248 231 208 178 
2 14 — 294 290 270 22% 
2}/, 21 36 376 360 | «(346 284 
3 28 36 45 445 430 423 344 


Tabelle I]. Atmung der 2 Tage gekeimten Gerste in cmm. 


(Auf 1g Trockensubstanz umgerechnet.) 





Versuchsmenge Gerste in g 





Atmungs- 0,417 g 0,434 g 0,435 g 


zeit = 5Koérner =5 Kérner = 5 Korner 0,370 g | 0,416 g 0,28 0.28 0,5 8 


Geschnitten Zerrieben * 


Std. Ganze Kirner 
I, 410 472 545 532 530 53 169 49 
1 825 968 1020 992 1105 153 310 162 
111, 1240 1415 1485 1480 1700 346 464 302 
2 1625 1810 1985 1975 2275 665 605 409 
215 2075 2245 2180 2480 | 2950 745 788 | 673 
3 2600 2760 2990 3050 3200 920 1030-818 


* Im zerriebenen Material ist die Zellstruktur zum grofien Teil zerstért. Die Atmungs- 


werte stehen mit dieser Strukturzerstérung vielleicht in Zusammenhang. 


Wir sehen aus den Tab. I und II zuniachst die groBe Steigerung der 
Atmungsintensitaét der Gerstensamen bei der Keimung. Die genaue 
Auswertung der Sauerstoffzehrung wird dadurch erschwert, daB die 
Art der Verteilung des Materials eine sehr groBe Rolle fiir die Sauerstoff- 
aufnahme spielt, wie aus den Tabellenabschnitten ,,ganze Kérner* 
,geschrotet**, ,,geschnitten’’ und ,,zerrieben‘ zu ersehen ist. 

DaB bei der Keimung die oxydo-reduktiven Prozesse im allgemeinen 
stark zunehmen, ist bereits lange bekannt, und zwar sind in Zusammen- 
hang damit zuniichst die Oxydationsenzyme bzw. die alteren Enzym- 
komplexe untersucht worden. Schon A. Bach und Oparin! stellten fest. 
daB Atmungsfermente (Katalase, Peroxydase, Oxygenase) wahrend der 
Keimung zunehmen, am 5. bis 8. Keimungstag ein Optimum erreichen 
und dann wieder abnehmen. 


' A. Bach u. Oparin, diese Zeitschr. 184, 183, 190, 1922; 148, 476, 1924; 
180, 363, 1926. 
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Der bei obigen Versuchen beobachtete Anstieg der Sauerstoft- 
zehrung bei der Keimung ist natiirlich ein komplizierter Effekt, nicht nur 
herrihrend von Enzymbildungen, sondern auch von der Bildung von 
— Substraten und von Aktivatoren. 

0.5 ¢ Wie eingangs erwahnt, miissen an den den Kohlenhydratabbau ein- 
leitenden Spaltungen Aktivatoren wesentlich mitwirken. Bis jetzt sind 
die Wirkungen der Co-Zymasepraparate am haufigsten untersucht 


2Q¢ a . a 2 ee ; 
3y worden. Auch iiber die Bildung der Co-Zymase bei der Keimung liegen 
124 ‘ i : . 
178 Versuche vor (van Herk, a. a. O.). Nachdem sich nun an sehr hoch 
223 gereinigten Co-Zymasepraparaten (ACo = 400000; Albers, Schlenk) ge- 
9 P ° ye . : - : 
ei zeigt hat, daB zwet Wirkungen durch Erhitzen der Lésungen voneinander 
getrennt werden kénnen!, wird es notwendig, die Ausbildung dieser 
beiden Wirkungen getrennt zu verfolgen, ebenso wird die Ausbildung 
nm. . = P aa ae 
der zweiten Komponente der Alteren hochgereinigten Co-Zymase- 
Priparate, des ,,Zweiten Aktivators’ (Warburg schen Co-Fermentes) * 
in keimenden Pflanzen gé¢sondert zu studieren sein. 
°° 8 1 Kuler u. Giinther, Sv. Kem. Tidskr. 47, 52, 1935; Euler u. Vestin, 
oe ebenda 47, 231, 1935. — ? Euler u. Adler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 
12 B, Nr. 12. — Euler, Adler, Hellstrém, Sv. Kem. Tidskr. 47, November- 
49 heft, 1935. 
162 
302 
409 
673 
818 
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Untersuchungen zur Charakteristik der Glucoproteide. 
I. Mitteilung: 
Uber die Bestimmung des Glucosamins. 
Von 
Raymond Boyer und Otto Fiirth. 
(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Wiener Universitat 
(Eingegangen am 26. September 1935.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Vor einigen Jahren haben Fritz Zuckerkandl und Luise Messiner 
Klebermass! in diesem Institut ein Verfahren zur Bestimmung des 
Glucosamins ausgearbeitet. Diese basierte auf der seinerzeit von 
Friedrich Miiller® gefundenen Tatsache, daB Mucine nach kurzem Kochen 
mit verdiinnter Lauge mit Ehrlichs Aldehydreagens eine Rotfairbung 
geben, die durch das in den Mucinen enthaltene acetylierte Glucosamin 
bedingt ist. Es wurde angenommen, daB das Monacetylglucosamin unte: 
RingschluB in einen N-haltigen Fiinfring iibergeht, etwa z. B. 


HO. H,0(CH,OH);—CH—c<Hd (HO. H,C. CH. OH);—CH—CH 


NH NH | 
\ 


CO—C Hg CO—CH 


und daB ein derartiges Produkt dann mit Ehrlichs Aldehyd die fiir so viele 
Pyrrolderivate charakteristische Rotfarbung gibt. Das zu bestimmende 
Glucosamin wurde aus seinem Chlorhydrat mit Natriummethylat. in 
Freiheit gesetzt, unter Kiihlung mit Essigsaureanhydrid acetyliert, das 
Reaktionsgemisch nach Verdiinnen mit Wasser und Alkohol alkalisch 
gemacht, kurz aufgekocht, nach Abkihlung mit Ehrlichschem Reagens 
umgesetzt und die entstandene Farbe kolorimetrisch mit einer Glucos- 
aminstandardlésung verglichen. Serienversuche mit reinen Glucosamin- 
chlorhydrat-lésungen und Zusatzversuche zu EiweiBhydrolysaten  er- 
gaben annihernde Resultate, insofern die Fehler 10 ° nicht iiberschritten 
Die genannte Methode ist kiirzlich von Kawabe? fiir die Mikrobestimmung 
von Glucosamin in Blut, Gewebe und Harn benutzt worden. Zu mit 
Trichloressigsiure enteiweiBten Blutfiltraten zugesetztes Glucosamin 
wurde zu 84 bis 87°, wiedergefunden. 


1 F. Zuckerkandl u. L. Messiner-Klebermass, diese Zeitschr. 236, 19, 
1931. 2 Fr. Miller, Zeitschr. f. biol. Chem. 42, 562, 1901. 3K. Kawabe, 
Tokyo J. of Biochem. 19, 319, 1934. 
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Die Technik von F.. Zuckerkandl und L. Messiner-Klebermass ist von 
L. A. Elson und W. 7. J. Morgan! in bezug auf reines N-Acetylglucos- 
amin, mit dem sie zunichst keine ganz befriedigenden Resultate erzielt 
atten, verbessert worden. Immerhin bedeutet die Notwendigkeit, bei 
der direkten Bestimmung des Glucosamins dieses erst zu acetylieren, eine 
Komplikation, welche die genannten Autoren zu umgehen bemiiht waren. 
sie fiihrten das Glucosamin durch Einwirkung von Acetylaceton nach dem 
Vorgang von Pauly und Ludwig? direkt in ein Pyrrolderivat iiber: 


8) 


Cay (Hy,—C O—CH, 
HO.H,C.(CH.CH)s—CH —| OC—CH, 
NH, 


CH—C—OC.CHg 


—> (HO)H,C—(CH.OH),—C c- CH, 
NH 
2-Methyl-3- Acetyl-5-tetraoxybutylpyrrol, von den Autoren als «-Methy]- 
p-Acetyl-glucopyrrol bezeichnet. Wurde Glucosamin-Chlorhydrat 
in alkalischer Lésung mit Acetylaceton umgesetzt, so resultierte ein 
Produkt, das mit Fhrlichs Aldehyd in Gegenwart von Alkohol eine 
dauerhafte Farbung gab. Diese wies ihren Angaben nach gute Propor- 
tionalitat zwischen Hexosamingehalt und Farbenintensitat auf*. 

Da uns nun dieser Kondensationsvorgang der Reaktion von Zucker- 
kandl und Messiner gegeniiber den Vorzug gréBerer Einfachheit und 
Ubersichtlichkeit zu bieten schien, haben wir den ersteren zur Grundlage 
unserer weiteren Untersuchungen gemacht. 


Die Methode von Elson und Morgan hat in jiingster Zeit bereits mehr- 
fach Verwendung gefunden. So haben Freudenberg und Eicher* bei Gelegen- 
heit von Untersuchungen iiber spezifische Kohlenhydrate menschlicher 
Blutgruppen aus 1000 Litern des Harns von der Blutgruppe A zugehérigen 
Menschen 6 bis 12 g eines Polysaccharids dargestellt, in dem mit Hilfe der 
genannten Methode nennenswerte Mengen (mindestens 10°,,) einer Amino- 
hexose nachgewiesen werden konnten. J. W. Palmer und K. Meyer® fanden, 
daB die bei der Elson-Morgan-Methode erzielten kolorimetrischen Werte 
kemeswegs dem Beerschen Gesetz folgen. Auch stimmten die bei der H ydrol ys¢ 
verschiedener zuckerhaltiger Komplexe erzielten Farbungen keineswegs mit den 
Fairbungen aus Lésungen reinen Glucosamin-Chlorhydrats tiberein. Die 
Resultate besserten sich, wenn die Proben nicht mehr als 0,05 bis 0,3 mg 


1 L.A. Elsonu. W. T.J. Morgan, Biochem. J. 27, 1824, 1933 und 2s, 
M88, 1934. > H. Pauly u. BE. Ludwig, Zeitschr. f. physiol. Chem. 121, 176, 
1922. — 8 In analoger Weise reagierte auch Chondrosamin einerseits und 
andererseits auch (statt Acetylaceton) Acetessigester. — 4 Freudenberg u. 
Eicher, Liebigs Ann. 510, 543, 1934. — ° J. W. Palmeru. K. Meyer (Proc. 
Soc. Biol. Chem.), J. of biol. Chem. 109, XXLITI, 1935. 
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Glucosamin enthielten. — SchlieBlich haben H. D. Dakin und R. West? si: 
bei ihren neuesten Versuchen zur Isolierung von hamatopoetisch wirksam« 
Lebersubstanzen der gleichen Methode bedient und sie halten dieselbe, trot 
mancher ihr anhaftender Fehlerquellen, noch immer fiir das derzeit best 
Verfahren zur Ermittlung von Aminohexosen. 


Versuche mit reinen Lésungen von Glucosamin-Chlorhydrat. 
1. Versuche nach Elson und Morgan. 


Wir benutzten eine 1° ,ige Lésung von Glucosamin-Chlorhydrat (i: 
leem 10mg enthaltend) als Ausgangslésung. 


Es wurden 0,1 bis 0,5 cen 
dieser oder einer verdiinnteren 


Glucosaminlésung in einem graduierte 
Xeagensglas mit 1 cem des Acetylacetonreagens (1 cem Acetylaceton Kah! 
baum gelést in 50cem n/2 Na,CO,) versetzt, mit 


leem Wasser nach 
gewaschen. 


Dann wurde fiir 15 Minuten in ein siedendes Wasserbad soweit 
eingetaucht, daB das Fliissigkeitsniveau innen und auBen gleich hoch wai 
abgekiihlt, mit Athylalkohol auf 8 cem aufgefiillt, | cem Ehrlichs Reagens 
hinzugefiigt, dann mit Athylalkohol auf 10 cem aufgefiillt. Die Farbe ent 
wickelte sich sogleich und nahm etwa 10 Minuten lang zu. Nach 30 Minuten 
wurde im Bioklett kolorimetriert. 

Elson und Morgan geben an, ihre Methode sei nur innerhalb der Grenzen 
von 0,75 bis 3,0 mg im Kubikzentimeter der Glucosaminlésung anwendbar 


auch sollten Test- und Standardlésungen nicht um mehr als 20°, von- 
einander differieren. 

Tatsachlich erhielten wir innerhalb dieser Grenzen bei manchen unsere! 
Serien leidliche Resultate, z. B.: 





Vergleichslésung 0.80 mg im cem: 


statt 0,80 0,90 1,10 1,20 mg im cem 
gef. 0,86 0,94 1,15 1,30 - 
Vergleichsl6sung 3,0 mg im cem: 
statt 2,0 4,0 5,0 mg im cem 
gef. a0 2.2 3,8 5,0 . a 


Vergleichslésung 3,5 mg im cem: 


4,5 5,0 mg im cem 


8 3.1 3,6 3,9 4,0 


statt 2,5 3.0 4.0 
5) 


gef. 


In vielen anderen Serien, wo Standard und Test um: mehr als 20°, 
voneinander abwichen, erhielten wir vielfach Fehlresultate mit groben 
Abweichungen von zuweilen mehr als 50°. Nun ist es ja einleuchtend. 
daB eine Methode, bei der man annahernd das richtige Resultat im voraus 
kennen mu, um richtige Werte zu erhalten, fiir die Glucosamin- 
bestimmung in EiweiBhydrolysaten (deren Proteinzuckergehalt von 


'H. D. Dakin u. R. West, J. of biol. Chem. 105, 490, 1935. 
* Dimethylamidobenzaldehyd wurde zweimal aus verdiinntem Alkoho 


umkristallisiert, davon 1,6g in 60cem Alkohol gelést und 60 ccm reine! 
konzentrierter Salzsiure hinzugefiigt. 
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Bruchteilen eines Prozents bis zu etwa 35° schwanken kann) in dieser 
form unanwendbar erscheint. Wir gingen nunmehr daran, die Methode 
von Elson und Morgan auf das Zeisssche Stufenphotometer umzustellen, 
wobei man von einer Standardlésung und der willkiirlichen Auswahl 
derselben ganz unabhangig wird. 


2. Umstellung der Methode von Elson und Morgan auf das Stufenphotometer. 


Der Ansatz zur Farbentwicklung war hier zuniachst genau der gleiche 
wie der im ersten Abschnitt beschriebene: 0,1 bis 0,5 cem einer 1 °,igen 


Lésung von Glucosamin-Chlorhydrat, dazu lcem des Acetylaceton- 
reagens usw. SchlieBlich Auffiillung auf 10 cem. Die Kolorimetrie wurde 
in einer 2!/,mm-Kiivette vorgenommen: also Schichtendicke d (stets 


in Zentimetern gemessen) 0,25. Als Farbenfilter diente S53 (also 
jenes Filter, welches einer Wellenlange von 53 wu oder 530 Angstréni- 
einheiten entspricht). 


Auf der Teilung der Trommel wurde direkt die Durchldssigkeit D ab- 
gelesen, wobei D = J/J, (J, bedeutet die in die Fliissigkeit einfallende 
ungeschwachte Lichtintensitat, J die aus der Fliissigkeit austretende ge- 
schwdchte Lichtintensitat). Der auf 1 cm Schichtdicke reduzierte Extinktions- 
koeffizient k betragt k l/d (— log D) l/d (—logJ/J,). Falls ein 
Farbstoff dem Beer-Lambertschen Gesetz entspricht, mu die Relation 
k = 1/d (—logJ/J,) = cK gelten, wo ¢ die Konzentration und AK den 
molekularen Eatinktionskoeffizienten bedeutet (d. h. den Extinktionskoeffi- 
zienten fiir c = 1, wo also 1 Mol in einem Liter gelést ist). Wo dieses Gesetz 
gilt, muB also der auf die Schichtdicke von lem reduzierte Extinktions- 
koeffizient k der Konzentration ¢ des Farbstoffs direkt proportional sein. 
Es ist dies fiir alle sich normal verhaltenden Farbstoffe tatsachlich der Fall. 
Bestimmt man nun fiir verschiedene Konzentrationen ¢,, ¢., ¢;... die zu- 
gehorigen Werte k,, k,, k,, und tragt die ersteren als Abszissen, die letzteren 
als Ordinaten auf, so miissen die sich so ergebenden Punkte auf einer vom 
Koordinatenanfangspunkt ausgehenden Geraden liegen (y/x tg x). Wir 
gingen nun in diesem Sinne vor; nur durften wir uns, um die Brauchbarkeit 
der Methode zu priifen, nicht etwa damit begniigen, eine bereits entwickelte 
Farbstoffprobe zu verdiinnen; wir muBten vielmehr den Farbstoff mit 
verschiedenen Konzentrationen von Glucosamin stets neu entwickeln und 
erst hernach die erzielten Farbstoffwerte kolorimetrisch in bezug auf ihre 
Extinktion priifen. Wir pflegten unsere Resultate folgendermaben aut 
Millimeterpapier zu registrieren: Abszisse (c-Werte) fiir 2 mg Glucosamin 
HCl. 2 = 20mm, fiir 3mg 40mm, fiir 4mg 60 mm usw. Als 
Ordinaten wurden die k-Werte 1 /d ( log D) meist etwa derart auf 
getragen, da®B fiir k 3,0 y 10mm gewahlit wurde, fiir & 3.9 

20mm, fiir k 4,0 y 30mm usw. 


Schon die ersten Versuche dieser Art lieBen uns keinen Zweifel 
dariiber, daB die gefundenen Punkte weit davon entfernt waren, auf einer 
geraden Linie zu liegen und, daB die Methode, um unseren Zwecken zu 
geniigen, weitgehend modifizieri werden mubBte. 
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3. Modifikationen der Methode. 

Es wiirde uns viel zu weit fiihren, wenn wir die sehr zahlreichen, von 
uns angestellten Versuche einzeln beschreiben wollten. [Die Zahl der vor 
dem einen von uns (Boyer) kolorimetrisch ausgewerteten Proben betragt 
weit tiber 200!] Es mag geniigen, wenn wir die Gesichtspunkte, von 
denen wir uns leiten lieBen, nur kurz andeuten. 


a) Ersatz von Natriumcarbonat durch Natriummethylat zur Lésung de- 
Acetylacetons: Keine Verbesserung der Resultate! 

b) Ersatz von Natriumearbonat durch Ammoniak. Der UberschuB von 
Ammoniak wurde durch Abdampfen beseitigt. Hier kam nach Zusatz von 
Ehrlich-Aldehyd in der Kalte iiberhaupt keine Farbung zustande, sondern 
erst beim Erwiairmen. Kein Vorteil! 

c) Nach Zusatz des Ehrlich-Aldehyds wurden alle Proben fiir 5 Minuten 
in ein siedendes Wasserbad eingesenkt, dann 10 Minuten erkalten gelassen. 
Besseres Resultat! Die Punkte lagen nahezu auf einer Geraden. 

d) EinfluB der Dauer des Erhitzens: Die Unterschiede zwischen 10 und 
20 Minuten dauerndem Erhitzen waren nicht auffallend. 

e) Verblassen der Proben; Zumeist Zunahme der Farbung im Laufe von 
20 Minuten, dann langsames Ablassen, welches meist nach | Stunde etwa 
20°, nach 2 Stunden 40°, zu betragen pflegt. 

f) Erhitzen erst nach Zusatz des Ehrlich-Aldehyds: Beim Erhitzen im 
siedenden Wasserbade sehr gute Resultate; bei 80° war die Farbentwicklung 
noch nicht maximal. 

gz) Vermehrung der Menge des Acetylacetons, wobei statt 1 cem einer 
Lésung 1: 50 n/2 Na,CO, (entsprechend 0,02 g Acetylaceton) 5 ccm (ent- 
sprechend 0,10 g Acetylaceton) verwendet wurden und der Ansatz zum SchluB 
(statt auf 10) auf 20cem aufgefillt wurde. Nach Zusatz des Ehrlich- 
Aldehyds wurde 10 Minuten lang im Wasserbade auf 85° erhitzt. Es erwies 
sich besser, die Proben statt nach dem ersten Erhitzen schnell abzukiihlen, 
sie 1 Stunde lang spontan abkiihlen zu lassen. Sehr gute Proportionalitat 
zwischen Konzentration des Glucosamins und der Farbstoffentwicklung! 
Die Vermehrung der Menge des Acetylacetons bewirkte eine Parallel 
verschiebung der Linie nach oben, doch schien die gebildete Farbstoffmenge 
damit noch immer nicht ihr Maximum erreicht zu haben. 

h) Empfindlichkeit des Farbstoffs gegen allzuhohes Erhitzen. Die regel- 
maBigsten Linien bei vorstehendem Ansatzverfahren wurden bei eine 
Wasserbadtemperatur von 83 bis 87° erhalten. Steigert man die Wasserbad- 
temperatur noch héher, so kénnen schon innerhalb 5 Minuten bei 90° er- 
hebliche Mengen des Farbstoffs der Zerst6rung unterliegen. Auch Aus- 
schluB des Sauerstoffs durch einen Stickstoffstrom scheint daran nicht viel 
zu andern. 

i) Vergréferung der Glucosaminmengen tiber 10mg pro Ansatz hinaus 
erwies sich selbst bei Verdoppelung der in Aktion gebrachten Acetylaceton- 
mengen als untunlich. Die Kurve verlauft jenseits dieser Grenze nicht meh 
als gerade Linie weiter, sondern biegt parallel zur Abszisse ab. 

k) Es erwies sich als groBer Vorteil, den Alkohol im Reaktionsansatz 
durch Fisessig zu ersetzen, insbesondere wohl deswegen, weil beim Erhitzen 
im Wasserbade die durch Verdunstung des Alkohols sich ergebenden Un- 
regelmaBigkeiten vermieden werden. 
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4. Normalverfahren. 

Wir sind auf Grund der gesammelten Erfahrungen zu folgendem 
Normalverfahren” gelangt : 

leem der zu kolorimetrierenden Glucosaminlésung mit einem 
Glucosamingehalt von | bis 10 mg wurde in einem graduierten Reagenz- 
glas mit 0,2 cem Acetylaceton! in 5cem n Na,CO, versetzt; dann wurde 
15 Minuten lang im siedenden Wasserbade erhitzt und 1 Stunde lang 
abkiihlen gelassen. Dann wurden 10 ccm Eisessig und | cem der Fhrlich- 
schen Aldehydlésung* hinzugefiigt, 10 Minuten lang im siedenden 
Wasserbade erhitzt und mit Elisessig auf 20 ccm aufgefillt. Nach 
20 Minuten wurde in 





einer 1-mm- Kiivette 
unter Benutzung des 
Filters S 53 die stufen- 
photometrische Unter- 
suchung vorgenommen. 


5. Zusatzversuche. 


A. Kohlenhydrate. Es 
wurden Ansitze gemacht, 
enthaltend je 5mg Glu- 
cosamin als Chlorhydrat 
und daneben je 5 mg 
a) Arabinose, b) Glucose, 
c) Mannose, d) Xylose. 
Die stufenphotometrische 
Kolorimetrie ergab statt Abb. 1. 

5,00 mg in a) 4,51, b) 4,57, 

c) 4,32, d) 4,81 mg. Weitere Versuche ahnlicher Art ergaben, daB die Bei- 
mengung groBer Zuckermengen einen zwar nicht hochgradigen, aber immerhin 
merklichen depressorischen Einflu8 auf die kolorimetrischen Glucosamin- 


K-F(-/og 0) de aul em Schuchtendioke reduz. Extinctionshoeffizienten 


sit. SEE ss | re | 4 
a Te SRE Oe Se ae ie 2 se, 
mg blukosamin-Hll in emem com des Ansatzes 


ablesungen ausiibt. 

B. Aminosduren. Einem Ansatz von je 5mg Glucosamin als Chlor- 
hydrat wurde je 5 mg a) Tryptophan, b) Histidin, c) Alanin, d) Glykokoll und 
e) Tyrosin hinzugefiigt. Die Kolorimetrie ergab statt 5,00 mg fiir a) 4,94, 
bh) 4.91, ec) 5,04, d) 5,31, e) 5,10 mg. Eine Beimengung der gleichen Menge 
dieser Aminoséure erwies sich also als nicht st6rend. Um so betrachtlicher 
aber war die Hemmungswirkung, die zutage trat, wenn je 5mg Glucosamin als 
Chlorhydrat mit je 50mg (also der zehnfachen Menge) der Aminosauren 
angesetzt wurden: a) Alanin, b) Glykokoll, ¢) Histidin, d) Tyrosin, e) Glut- 
aminsdure. In a) fand sich statt 5,0 nur 3,5 mg: in b) und e) fand sich weniger 
als 1 mg, wobei die rosenrote Farbung schnell zu gelb verblaBte. In e) statt 
5.0, 4,5 mg; in d) aber 6 mg, also eine deutliche Zunahme! 


? Diese Acetylacetonmenge entspricht dem Doppelten der friiher maximal 
verwendeten Menge von 0,1 cem. — * Dimethylamidobenzaldehyd wurde 
zweimal aus verdiinntem Alkohol umkristallisiert, davon 1,6 g in 60 cem 
Alkohol gel6st und 60cem reiner konzentrierter Salzsaure hinzugeftigt. 
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C'. Caseinh ydrolysate. Die starke Hemmungswirkung der Aminosaure: 
lieB uns in bezug auf Hydrolysate nichts Gutes ahnen. Diese Befiirchtunge: 
haben sich auch voll bestatigt. Ansatze von 2 bis 10 mg Glucosamin-H( 
mit der zehnfachen Menge eines getrockneten Caseinhydrolysats lieBen ein: 
richtige Farbentwicklung tiberhaupt nicht zustande kommen, sondern 
wiesen nur braune Verfarbungen auf. 

Es wurden nun 20g reinsten Caseins von Merck mit 250 cem 20 °,iger 
Salzsiure 16 Stunden lang hydrolysiert. Die Hauptmenge der Saure wurc: 
im Vakuum bei 43° beseitigt, der Riickstand mit 25g Atzkalk zur Ver 
treibung des Ammoniaks in '/, Liter Wasser zum dicken Sirup eingedunstet 

Es wurde in wenig Wasser aufgenommen, mit Salzsaiure neutralisiert 
mit 18 cem konzentriertem HCl wieder angeséiuert und durch Zusatz von 
100 cem 10 °,iger Phosphorwolframsaure eine teilweise Fallung der basischen 
Bestandteile des Hydrolysats vorgenommen und filtriert. Von diesem 
Filtrat, das keinen Uberschu8 von Phosphorwolframsaure enthielt und von 
dem 1 cem 80 mg Casein entsprach, wurden a) 1, b) 3 und c) 5cem mit je 
5mg Glucosamin versetzt. Wahrend Kontrollproben ohne Hydrolysat 
zusatz ganz genaue kolorimetrische Werte ergaben, wurden in a) statt 5 mg 
Glucosamin nur 1,8 mg gefunden; in b) und ¢c) war aber die Farbung iiber 
haupt so schwach, daB sie gar nicht kolorimetriert werden konnte. 


Ks ergab sich also in ganz eindeutiger Weise die Tatsache, daB sowoh| 
einzelne Aminosauren als auch die Gemenge von Amincsauren, wie sie in 
Eiweibhydrolysaten vorhanden sind, vorausgesetzt, daB ihre Menge die 
Menge des Glucosamins bedeutend iibertrifft, eine so starke Hemmung au} 
die Farbenreaktion des Glucosamins mit Acetylaceton und Ehrlich-Aldehyd 
ausiiben, dap an eine direkte Glucosaminbestimmung in Proteinhydrol ysaten 
gar nicht gedacht werden kann, vielmehr eine Abtrennung des Glucosamins 
zum mindesten von der Hauptmenge der Aminosdure unerlaBlich erscheint. 


6. Eigenschaften des Farbstofis aus Glucosamin, Acetylaceton und 
Ehrlichs Aldehyd. 

Der bei der beschriebenen Reaktion auftretende, schén violettrote 
Farbstoff erwies sich weder mit Ather, noch mit Chloroform, Benzol oder 
Xylol extrahierbar. Bei Zusatz von Alkohol zur sauren wiasserigen 
Lésung erfolgte keine Fallung. Beim Neutralisieren mit Kalilauge, 
Ammoniak oder Soda verschwand die Rotfarbung, um beim Ansauern 
wieder aufzutreten. 

Der Farbstoff erwies sich aus wasseriger Lésung durch gesattigte 
wasserige Mercuriacetatlésung volistandig faillbar. Beim Erwarmen der 
Verbindung mit verdiinnter Salzsiure trat die Violettfarbung wiede1 
zutage, ebenso nach Zerlegung derselben mit Schwefelwasserstoff. Nach 
EKindampfen des Filtrats vom Schwefelquecksilber im Vakuum_ bei 


Zimmertemperatur resultierte ein kérniger, in kaltem Wasser kaum 
léslicher Riickstand, der sich beim Erwarmen mit tiefvioletter Farbung 
léste, um beim Erkalten wieder in Flocken auszufallen. 
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Eine wasserige, saure, violettrote Farbstofflésung wurde mit Natron- 
lauge alkalisch gemacht und im Scheidetrichter mit Chloroform aus- 
geschittelt; der Farbstoff ging mit schén gelbem Kolorit in das Chloro- 
form iiber. Die Chloroformlésung, durch oftmaliges Schiitteln mit 
Wasser ausgewaschen und bei Zimmertemperatur abgedunstet, hinter- 
lieB keinen gelben, vielmehr einen karminroten Riickstand, der sich 
auch in heiBem Wasser kaum léslich erwies. Verdiinnte Salzsiure gab 
eine schéne rosenrote Lésung. HeiBer Alkohol léste gelbrot ; Zusatz eines 
Tropfens Salzsiure bewirkte einen Umschlag in Violett. Der Farbstoff 
erwies sich sehr leicht léslich in Aceton und Eisessig. Die Acetonlésung 
gab auf Wasserzusatz eine Fillung. 

Kine konzentrierte dunkelviolette Farbstofflésung wurde mit 
Natronlauge alkalisch gemacht. Fs fiel eine braune harzige Masse aus, 
die sich als leicht in Chloroform léstich erwies. Wurde die Chloroform- 
lésung mit Wasser iiberschichtet und mit Salzsiure angesiuert, so ging 
der Farbstoff mit schén violetter Farbe iiber, waihrend der gleichfalls 
in Chloroform geléste Dimethylamidobenzaldehyd in Chloroform zuriick- 
blieb (derart, daB die wisserige Schicht die fiir den Aldehyd charak- 
teristische Benzidinreaktion! nicht mehr gab). Der alkalische Farbstoff 
erwies sich auch in Essigester léslich und daraus durch Ather fallbar. 


7. Synthetische Versuche. 

Wir legten uns nun die Frage vor, ob es méglich sei, auf dem Wege 
schrittweiser Synthese zu unserem Farbstoff zu gelangen. 

Als Zwischenprodukt sollte aus freier Glucosaminbase und Acetyl- 
aceton nach dem bereits in der Einleitung geschilderten Vorgang von 
H. Pauly und E. Ludwig (l.¢.) das 2-Methyl-3-Acetyl-5-tetraoxybut yl- 
pyrrol (von den Autoren als «-Methyl-f-Acetyl-glykopyrrol bezeichnet) 


HC—C—OC.CHs 
| 
(HO)HgC.(CH.OH)s—C C—CH3; 


NH 
dargestellt werden. 

Zu diesem Zweck wurden 5g Glucosamin-Chlorhydrat mit 0,6 ¢ 
Natrium in absolutem Methylalkohol? gelést (etwas mehr als der berechneten 
Menge) versetzt. Das ausgefallene Kochsalz wurde durch Absaugen ent- 
fernt. Das methylalkoholische, die freie Glucosaminbase enthaltende Filtrat 
wurde mit 4g Acetylaceton versetzt und 3 Minuten lang unter RiickfluB- 


1 H. Weil, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 27, 3317, 1894. — 7 Wir ver- 
wendeten nicht Athyl-, sondern Methylalkohol, weil freies Glucosamin 
(vgl. Beilstein, Bd. IV, 329, 1922) in kaltem Methylalkohol zwar schwer 
loslich ist, sich dagegen in 38 Teilen siedenden Methylakohols lést. Dagegen 
ist es auch in siedendem Athylalkohol nur schwer léslich. 
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kiihlung gekocht. Aus der braungefarbten Fliissigkeit schied sich auf Athe: 
zusatz ein massiger Niederschlag ab, der in siedendem Athylalkohol gelés 
wurde. Aus der Lésung kristallisierten feine Nadeln aus, die abgetrennt 
wurden. Die Ausbeute daran betrug etwa 3g. Der Schmelzpunkt betru 
96 bis 97,5° (Pauly und Ludwig 98°). Eine Probe davon, in Alkohol gelést und 
mit einer salzsauren Lésung von Ehrlichs Aldehyd erwirmt, gab tatsachlic! 
die erwartete Violettfarbung. 

Der nichste Schritt sollte nun die Kondensation von Dimethy! 
amidobenzaldehyd mit diesem Pyrrolderivat sein, wobei uns das Schema 
von F. Feist} shots 


RC} +2 Pyrrole’—> R.CH 


einen Anhaltspunkt bot. 

NaturgemaB kénnen, wie Feist betont, nur solche Pyrrolderivate 
dieser Art von Kondensation zuganglich sein, welche mindestens einen 
an Kohlenstoff gebundenen Kernwasserstoff besitzen. 

Hans Fischer? hat gemeinsam mit Victoria Luckmann zahlreiche 
Synthesen nach diesem Schema durchgefiihrt. Er sagt diesbeziiglich : 
Feist hat aromatische Aldehyde mit Pyrrolen kondensiert und Di- 
pyrrolphenylmethane erhalten. H. Fischer und Me yer- Betz* haben gezeigt, 
daB diese Verbindungen Leukoverbindungen von Farbstoffen sind und 
erkannten die vollstindige Analogie dieser Farbstoffe mit Triphenyl- 
methanfarbstoffen. Als diese Leukoverbindungen mit Eisenchlorid- 
lésung oxydiert wurden, kristallisierten nach kiirzerem oder langerem 
Erwirmen die Eisenkomplexsalze der Farbstoffe aus‘. 

Es ergab sich nun die Frage, ob eine analoge Kondensation auch 
beim «-Methyl-f-Acetyl-glycopyrrol méglich sei, wobei also per analogiam 
etwa ein Produkt von der Zusammensetzung 


(7—yC—0C . CH, 


HO.H,C.(CH.OH),—C. |C—CH, 


CH...» ‘4 NH , , . 27 
CH, N—<\ — ( 4 NH = C3,Hy30y9N3 (Mol.-Gew. 607) 


HO.H,C.(CH.OH),—C C—CH; 
C C—OC.CH, 
entstehen kénnte. 
Um diese Vermutung zu priifen, wurden, der Arbeitsweise Hans Fischers 
folgend, 2,48 g des «-Methyl-f-Acetyl-glykopyrrols (0,01 Mol.) mit 2g von 
| Ff’. Feist, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 35, 1647, 1902. — 2 H. Fischer 


u. V. Luckmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 115, 83, 1922. — 3 H. Fischer 
u. Meyer-Betz, ebenda 75, 254, 1911. 
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Ehrlichs Aldehyd (0,015 Mol.) in 15 cem absoluten Methylalkohols gelést und 
unter Zusatz von | g feingepulverten Kaliumbisulfats '/, Stunde am Wasser- 
bade erwairmt. Es trat sofort Rotfarbung auf. Es wurde sodann in 50 ¢em 
Wasser eingegossen, wobei sich iiberschiissiger Bhrlichs Aldehyd abschied 
und abfiltriert wurde. Das Filtrat wurde mit Soda schwach alkalisch ge- 
macht und dreimal mit Chloroform ausgeschiittelt, wobei der ganze Farb- 
stoff mit gelbbrauner Farbung ins Chloroform iiberging. Die Chloroform- 
schicht wurde abgetrennt und angesduert, wobei der ganze Farbstoff mit 
karminroter Farbe in die wasserige Schicht iiberging (wahrend beigemengter 
Ehrlich-Aldehyd im Chloroform verblieb). Es wurde noch einmal alkalisch 
gemacht, wobei eine braune harzige Masse ausfiel, die vorsichtig getrocknet, 
einem Gewicht von 0,65 g entsprach. Diese wurde in Essigester gelést, aus 
dem sich bei langsamem Eindunsten bei Zimmertemperatur dunkelgelbbraune 
Geschiebe unregelmaiBig begrenzter Kristallblattchen abschieden. 


Eine kleine Probe dieses Praparats gab, mit Salzsdure angesiuert, 
eine schéne, rosenrote Farbung, die auf Wasserzusatz verschwand. Beim 
Kochen einer Probe des Priparats mit Wasser erfolgte Zersetzung unter 
Abspaltung von Ehrlichs Aidehyd (durch Schmelzpunkt und Misch- 
schmelzpunkt identifiziert). 


Die Mikroanalyse des Prdparats (fiir die wir dem Demonstrator des 
Instituts Herrn Dr. Waclawek zu danken verpflichtet sind) ergab: 





. Ber >} ot fil 

Mittel Coat as O. 
73,00 73,08 %, 73.21%, 
bo 7,76 % 7.16% 
10,44 10,48 °,, 114°. 
8,68 % 8.49 %, 
100,00 % 100,00 %,, 


* Die Stickstoffbestimmungen wurden nach der Methode yon A. Friedrich (Mikro-Ajeldah/ 
nach Reduktion mit HJ) ausgefiihrt. 


Die Formel C,,H,,N,0, entspricht dem Aufbau: 
HC (—OC.CH 


'C—CH, 
CH CH YH 


CHssn—cf Sc—CH 
3 / ‘ 
CH CH Si 
c \c—CH, 


HCL—'c—OC .CHs 


Wir hatten, wie gesagt, ein Kondensationsprodukt. entstanden durch 
Kondensation von 1 Mol. Ehrlich-Aldehyd mit 2 Mol. 2-Methyl-3-Acetyl- 
5-tetraoxybutyl-pyrrol von der Zusammensetzung C;,H,,0,,N, erwartet. 
Ein solches miiBte 60,26 % C, 7,02 °, H, 680% N und 25,92 °, O enthalten. 
Ein Blick auf unsere Analysenzahlen belehrt uns dariiber, daB es sich un- 
moéglich um dieses Produkt handeln kénne, welches ja dreimal soviel Sauer- 
stoff enthalten miiBte. Unser Analysenprodukt enthalt auf drei Stickstoft 
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atome nur zwei Sauerstoffatome. Wenn wir annehmen wollen, da8 dies: 
3 N-Atome, dem Feistschen Schema entsprechend, einem Molekiil Dimethy! 
amidobenzaldehyd und zwei damit kondensierten Pyrrolmolekiilen angehérer 
so sieht man sich zu der Vermutung gedraingt, da dem aus Glucosami: 
entstandenen  ,,Glykopyrrol** die Aydroxylreiche Tetraoxybutyl-Seitenkett: 
bei der Farbstoffbildung irgendwie abhanden gekommen sein miéBte. Denkt mar 
sich statt dessen zwei Molekiile eines 2-Methyl-3-Acetylpyrrols nach dem 
Feistschen Schema mit einem Molekiil des Hhrlich-Aldehyds kondensiert, 
so gelangt man zu der mit unseren Analysenzahlen leidlich iibereinstimmenden 
Formel C,,;H,,N,0,. Doch geniigen natiirlich die vorliegenden Beobachtungen 
keineswegs, um behaupten zu diirfen, daB dies der wahre Sachverhalt sei 
und dies um so weniger, als es sich um ein hochmolekulares, leicht zersetz- 
liches Produkt handelt. 

Wir mu8ten uns nun aber weiterhin die Frage vorlegen, ob die von 
Pauly und Ludwig (2c) dargestellte und von ihnen als «-Methy!- 
f- Acetyl-glykopyrrol 


HC;—-C—OC.CH, 


CH, OH—(CHOH),—Cl Ic—CH, 
NH 
bezeichnete Verbindung tatsachlich dieser Formel (2-Methyl-3-Acetyl- 
tetraoxybutyl-pyrrol) entspreche oder etwas anderem. Die Autoren 
schreiben dieser Verbindung die Formel C,,H,,;NO, zu und finden eine 
gute Ubereinstimmung zwischen den berechneten Werten (C 56,47 %, 


H 6,66°%, N5,49%) und gefundenen Werten (C 56,18%, H 6,64 °%, 
N 5,52%). Tatsachlich lautet aber die Formel richtig C,,H,;NO,; und 
erfordert die Werte: C 54,32%, H 7,00%, N 5,76%, O 32,92 %. 


Wir haben daher diese Substanz noch einmal dargestellt und sorgfaltig 
analysiert: 5g Glucosamin-Chlorhydrat wurden in 300ecem_ absoluten 
Methylalkohols, 0,6 g Natrium enthaltend, in der Kialte gelést; das ent- 
standene Kochsalz wurde abfiltriert; das Filtrat am Wasserbade mit 4 ¢ 
Acetylaceton verriihrt, fiinfmal mit Athylakohol versetzt und wieder verriihrt, 
bis die Masse zihe geworden war. Dann wurde sie in 40 cem Athylakohol 
gelést und im Exsikkator iiber Schwefelséure zur Kristallisation gebracht. 
Die Kristalle wurden sechsmal aus heiBem Alkohol umkristallisiert. Bereits 
nach dem dritten Umkristallisieren hatte sich der Schmelzpunkt konstant 
auf 134° eingestellt (Pauly und Ludwig gaben fiir ihre Substanz einen 
Schmelzpunkt von 98°an). Das imVakuum bei Zimmertemperatur getrocknete 
Produkt bestand aus schénen, langen, diinnen Nadeln von ganz homogenem 
Aussehen. 


Die Analyse (Dr. Waclawek) ergab: 





Berechnet fiir 
C11 Hi;NO; 


53,97 % 54,32 % 
7,20 % 7,00 y% 
5,54 °,, 5,76 % 

33,22 % 32,92 % 

100,00 °,, 100,00 % 


Mittel 
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Ks liegt also kein Grund vor, an der Richtigkeit der Formel Cy, Hy,N O, 
ml an der von Pauly gegebenen Deutung dieser Synthese zu zweifeln. 


Wir stellten nunmehr noch einen weiteren Versuch an, um von diesem 
Glykopyrrol aus durch Synthese mit Hhrlichs Aldehyd zu dem gesuchten 
Farbstoffe zu gelangen, und zwar diesmal nach dem neueren Verfahren von 
Hans Fischer und F. Schubert’. 1), ¢ Glykopyrrol und '), g Ehrlich-Aldehyd 
wurden in 15 cem absoluten Alkohols gelést und mit drei Tropfen konzen- 
trierter Salzséure versetzt. Es trat sofort Rotfairbung auf, die auch nach 
20 Minuten lang wahrendem Erhitzen auf dem Wasserbad noch vorhanden 
war. Es wurden nun 20 cem Wasser hinzugefiigt und der Alkoholim Vakuum, 
ohne zu erhitzen, beseitigt. Nach Analogie zu Hans Fischers Versuchen 
ware nun in diesem Stadium das Auftreten von Kristallen zu gewirtigen. 
Es fielen auch tatsachlich Kristalle aus; doch erschienen diese nicht rof, 
sondern grin gefarbt. Sie wurden abgesaugt und mit Wasser gewaschen und 
dureh Lésen in verdiinnter Salzsaure und vorsichtiges Neutralisieren mit 
Ammoniak umgefallt. Die Farbung ging aber nunmehr in Grau tiber und es 
irat auch beim Lésen in alkoholischer Salzsiure keine Farbung mehr aut; 
auch nicht nach Zusatz von Eisenchlorid. — Die Mutterlauge der ersten 
Kristallisation wurde in der alten Weise behandelt (Alkalifallung, Lésung in 
Chloroform, Beseitigung des Ehrlichschen Aldehyds durch Ausschiitteln mit 
verdiinnter Salzsdure, neuerliche Alkalisierung und Kristallisation aus 
Essigester). Es schieden sich sehr dunkel gefiirbte dicke Plattchen ab, die 
mit alkoholischer Salzsiure wiederum eine sehr schéne Rotfdrbung? gaben. 


\. Versuche zur Abtrennung von Glucosamin durch Kupferkalkfdllung. 


Angesichts der Unmdglichkeit, die Kolorimetrie des Glucosamins 
unter Verwendung von Acetylaceton bei Gegenwart einer gréBeren Menge 


von Eiweifspaltungsprodukten durchzufiihren, versuchten wir eine Ab- 
trennung des Glucosamins vor der Kolorimetrie mit Hilfe der Kupferkalk- 


1 H. Fischer u. F. Schubert, Zeitschr. f. physiol. Chem. 155, 34, 1926. 
— * Hans Fischer u. H. Orth gaben in ihrem neuen Buche (,,Die Chemie der 
Pyrrole**, Leipzig 1934, 8.66) der Farbstojjbildung bei der Ehrlichschen 
Reaktion nachstehende Deutung: .,Die Ehrlichsche Reaktion erfiillen fast 
ausnahmslos alle Verbindungen, welche noch eme freve Stellung besitzen, 
d. h. sie geben bereits in der Kalte eine intensive Rotfarbung. Tetrasub- 
stituierte Pyrrole erfiillen die Reaktion nicht. Nur wenn sie labile Gruppen, 
wie Ester oder Carboxylgruppen, in x-Stellung tragen, reagieren sie unter Kli- 
minierung dieser Gruppen, aber erst in der Hitze unter allmahlicher Rov- 
farbung. Trisubstituierte Pyrrole mit freien //-Stellungen verhalten sich zum 
Teil wie tetrasubstituierte Pyrrole, zum Teil reagieren sie tiberhaupt nicht." 
An anderer Stelle hei®t es: ,,l[m Prinzip konnte also die Ehrlichsche Reaktion 
auf die Bildung von Farbstoffen zuriickgefiihrt werden, deren Konstitution 
den Triphenylmetanfarbstoffen zum mindesten sehr nahe steht.‘ Ubrigens 
erwahnt H. Fischer auch Kondensationen des Ehrlich-Aldehyds vom Typus 


\ 


CH, 


HCl 


Biochemische Zeitschrift Band 282. 
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fdallung' zu bewerkstelligen. Diese Methode hat sich zur Beseitigung vo 
Kohlenhydraten (z.B. bei der Milchsiiturebestimmung)  vorziiglic 
bewahrt, ist allerdings zur Jsolierung von solehen nur ausnahmsweis 
benutzt worden, so von Embden zur Abtrennung von Hexosediphospho; 


siure, von Barrenscheen und Albers? zur Abtrennung von phosph« 
rylierten Kohlenhydratfraktionen aus Pflanzenextrakten. 


a) Dem Vorgang van Slykes folgend, wurden 0,500 ¢ Glucosamii 
Chlorhydrat® (0,415 g¢ freien Glucosamins entsprechend) in 50 cem Wasse: 
mit 40 cem 10 °oigen wasserhaltigen Kupfersulfats und 3 g Calciumhydrox yd 
(pro analysi Kahlbawm) geschittelt, bis die Reaktion gegen Lackmus alkalisc! 
geworden war. Nach 30 Minuten Stehen wurde filtriert. Da sich das mit 
H,S entkupferte Filtrat noch kohlenhydrathaltig erwies, wurde der ganz 
Fallungsvorgang noch einmal wiederholt. Die beiden Kupferniederschlag: 
wurden auf einer Nutsche vereinigt, auf dieser mit verdiinnter Schwefe! 
saure zerlegt, wobei das Calciumsulfat gréBtenteils auf dem Filter zuriick 
blieb, das Filtrat mit H,S entkupfert und der Bertrandbestimmung unter 
worfen. Es fanden sich: statt 415 mg Glucosamin nur 326mg _ wieder, 
d.i. 80°. Eime Wiederholung des Versuchs ergab: statt 415 mg Glucosamin 
nur 365 mg wieder, d.i. 88°,. Ein weiterer Versuch dieser Art, wobei die 
zweite Kupferfallung 2 Stunden lang im Eisschrank stehen blieb:  statt 
415 mg Glucosamin nur 335 mg wieder, d. i. 81°,. Eine Probe dagegen, wo 
unmittelbar nach der Kupferkalkfallung filtriert wurde: statt 415 mg 
Glucosamin nur 307 mg wieder, d.i. 74%. 

b) Wir legten uns weiterhin die Frage vor, ob eine derartige Kupfer 
kalkfallung aus einem Eiwei8hydrolysat etwa erhebliche Mengen von Amino- 
sduren mitreiBe. Wir fanden, daB dies nicht der Fall ist, denn als wir 50 cem 
eines 10° igen Caseinhydrolysats (5g Casein entsprechend) in der vor 
beschriebenen Art mit Kupferkalk fallten, fand sich in dem Niederschlag 
(nach Kjeldahl) weniger als 1°, des Caseinstickstoffs wieder. 

c) Wir versetzten nun 50cem eines derartigen Caseinhydrolysats mit 
500 mg Glucose bzw. Glucosamin-Chlorhydrat und gingen weiter wie in a) 
vor. Es wurden wiedergefunden: statt 500 mg Glucose nur 241 mg, d. i. 
48°, und bei einem weiteren Versuch, wobei die Menge des angewandten 
Caleciumhydroxyds verzehnfacht worden war: statt 500mg Glucose nur 
188 mg, d.i. 38°, statt 415 mg Glucosamin nur 125 mg, d.i. 42°, 


Wenn wir also schon bei den Versuchen mit reinen Glucosamin- 
lésungen '/,; bis '/, des vorhandenen Kohlenhydrats eingebiiBt hatten, so 
gestaltete sich unerwarteter Weise die Zuckerausbeute noch weit un- 
giinstiger, wenn die Glucosaminlésung einem EiweiBhydrolysat_ bei- 
gemengt und aus diesem Gemenge mit Kupferkalk niedergeschlagen 
worden war. Da sich die vermibten groBen Zuckermengen keineswegs 
im Filtrat fanden, bleibt wohl nichts anderes brig, als anzunehmen, dab 


' Salkowski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 3, 79, 1879; van Slyke, J. of 
biol. Chem. 82, 455, 1917; Clausen, ebenda 52, 263, 1922; Hirsch-Kaufmann, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 140, 25, 1924. — ? Noch unveréffentlichte Be- 
obachtungen. — ® Eine Kontrolle des Gehalts dieser eingewogenen Glu- 
cosamin-HCl-Lésung durch Bertrand-Bestimmung ergab statt 41,53 mg, 
41,78 und 41,82 mg Glucosamin. 
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eine weitgehende Zuckerzerstérung stattgefunden habe. Es ist aus- 
reichend bekannt, daB Zuckerarten auch schon in der Kalte gegeniiber 
\Ikalien empfindlich sein kénnen!. Speziell vom Kalkhydrat ist es 
hekannt, daB unter seiner Einwirkung auf verdiinnte Glucoselésungen 
ein Produkt C,H,,0,; (nach Kiliane ein Lacton die Fehdingssche Lisung 
nicht reduzierender Saccharinsdure CH, (QH)—CH (OH)—CH (OH 
CH, 
(OH) 
stellen, daB eine derartige, an sich in der Kalte nur langsam vor sich 
gehende Umwandlung, durch die Gegenwart von Kupfer (und in noch 
héherem Grade, wenn itiberdies EiweiBspaltungsprodukte vorhanden 


‘3 .COOH entsteht!). Man kénnte sich nun vielleicht vor- 


sind) katalysiert werde. 
Es gelingt sonach nicht, das Glucosamin durch Kupferkalkfdllung aus 


LiweiBh ydrolysaten abzutrennen und so einer Bestimmung nach Elson und 


Morgan zuzufiihren. 
Zusammenfassung. 


1. Zur Bestimmung des Glucosamins sind zwei Methoden angegeben 
worden, die beide darauf beruhen, dab das Glucosamin dureh Ring- 
schluB in ein Pyrrolderivat tibergefiihrt und dieses mit Dimethyl- 
amidobenzaldehyd zu einem Farbstoff kondensiert wird. Bei dem 
Verfahren nach Zuckerkandl und Messiner-Klebermass wird das Glucos- 
amin zuniichst acetyliert und die Rotfairbung, welche das Glucosamin- 
monoacetat nach Vorbehandein mit Alkali mit Khrlichs Reagens gibt, zur 
kolorimetrischen Bestimmung herangezogen. Bei dem eintacheren 
Verfahren nach Elson und Morgan dagegen laBt man Glucosamin in 
sodaalkalischer Lésung mit Acetylaceton in der Warme reagieren, fiigt 
Kisessig und Fhrlichs Reagens hinzu, erwirmt wieder und entwickelt so 
die Farbung. 

2. Wir stellen, um uns von Standardlésungen unabhangig zu machen, 
das letztere Verfahren auf das Stufenphotometer um. Wir fanden so, daB 
dieses Verfahren nach der Originalvorschrift auch in Lésungen von 
reinem Glucosaminchlorhydrat keineswegs den Anforderungen einer 
exakten Kolorimetrie entspricht. Es gelang uns jedoch (s. 4. ,,Normal- 
verfahren“) das Verfahren von Elson und Morgan derart zu modifi- 
zieren, daB es auch weitgehenden Anforderungen zu geniigen vermochte, 
insoweit es sich um Lésungen reinen Glucosamins handelte. 

3. Dagegen ergaben Zusatzversuche einen merklichen depressorischen 
Kinflu8 von Kohlenhydraten auf die kolorimetrischen Ablesungen. In 
noch weit héherem MaBe wirkte die Anwesenheit gréBerer Mengen von 
Aminosduren stérend. HiweiBhydrolysate iiben aber eine so starke 


! Vgl. die Literatur E£.O. von Lippmann, Chemie der Zuckerarten, 
3. Aufl., S. 335ff., 1904. 
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256 R. Boyer u. O. Firth. 


Hemmung auf die Farbenreaktion mit Acetylaceton und Ehrii 
Reagens aus, dab an eine direkte Glucosaminbestimmung in Protein. 
hydrolysaten nach dieser Methode gar nicht gedacht werden kann. Ei 
Abtrennung des Glucosamins durch Kwupferkalkfallung erscheint nicht 
durehfiihrbar, da dabei eine weitgehende Zerstorung der empfindlichen 
Glucosaminbase erfolgt. So steht fiir die Glucosaminbestimmung. in 
KiweiBhydrolysaten vorderhand nur die zwar umstiindlichere, abe: 
gegeniiber storenden Einfliissen weit weniger empfindliche Reaktioy 
von Zuckerkandl und Messiner-Klebermass zur Verfiigung. 

4. Der aus Glucosamin mit Acetylaceton und Lhrlichs Aldehyd 
entstehende Farbstoff ist in saurer wiisseriger L6sung schén violettrot ; in 
alkalischer Lésung fallt er braungelb aus, kann dann mit Chloroform 
ausgeschiittelt und durch Ansiéuern wieder init schén roter Farbe in dic 
wasserige Schicht iibergefiihrt werden. Als Vorstufe des Farbstoffs er- 
scheint das von H. Pauly und EF. Ludwig als  «%-Methyl-/-Acety! 
glykopyrrol bezeichnete gut kristallisable Produkt 

HC C—COCH, 


CH, OH—(CHOH),—CL ’C—CH, 
NH 
Der Arbeitsweise Hans Fischers und Meyer- Betz’ folgend, gelangten wii 
tatsichlich zu dem Farbstoff, dessen stabilere alkalische Form wir aus 
Essigather in Form dunkelbraungelber unregelmaBig begrenzter Kristall- 
blittchen erhielten. Aus der Analyse der sehr zersetzlichen Substanz 
konnten wir entnehmen, da8 es sich um eine sauerstoffarme Substanz 
handle, die anscheinend auf 3N nur 20 enthalt und die keinesfalls 
derjenigen Substanz entspricht, die nach dem Schema von Feist aus der 
Kondensation von einem Molekiil des Ehrlich-Aldehyds mit zwei Mole- 
kiilen des vorerwaihnten Paulyschen Glykopyrrolderivats hatte er- 
wartet werden kénnen; vielmehr weist die Zusammensetzung auf den 
Verlust von ‘Tetraoxybutylseitenketten hin. Die Analysendaten 
stimmen mit denjenigen eines den Triphenylmetan-Farbstoffen nahe 
stehenden Produktes 
HC;—7C—OC .CHs 


c! c—cH, 
NH 


CH CH 
3SN—C C—CH 


: CH CH Py NH 
C/ YC—CH; 


HC C-OC 08, 


3 


CI 
CH 
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Uber die Verteilung der Isoagglutinine 
in durch Elektrophorese fraktioniertem Blutserum. 
Von 
Anders Grénwall. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat im Lund.) 
(Eingegangen am 30. September 1935.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer friiheren Arbeit hat Verfasser gezeigt, daB man Blutserum 
durch weit getriebene Elektrophorese in EiweiBfraktionen von ver- 
schiedener elektrophoretischer Wanderungsgeschwindigkeit aufteilen 
kann (3). 

Die bei diesen Versuchen angewandte Methodik unterscheidet sich 
von der fiir Serum gebrauchlichen nur dadurch, dab die Elektrophorese 
sehr weit getrieben wird. Das ermdéglicht ein Elektrophoreseapparat vom 
U-Rohrtyp mit sehr langen Schenkeln. Die zuriickgelegte Strecke fiir die 
anodische Wanderung betrug maximal 200mm wahrend einer Zeit, 
variierend zwischen 24 und 36 Stunden. Die Spannung im U-Rohr wurde 
zu 1 bis 1,2 Volt/cm und die Stromstiarke zu 30 bis 50 Milliamp. gemessen. 
Die verschiedenen Fraktionen unterscheiden sich durch verschiedene 
Wanderungsgeschwindigkeit und jede von ihnen ist gegen die Anode 
durch eine scharfe Grenzschicht begrenzt. (Die Grenzschichten kénnen 
schon bei durchfallendem Tageslicht beobachtet werden, besser jedoch bei 
Beleuchtung des Anodenschenkels von oben mit gut zentriertem Licht- 
kegel. Hierbei sind scharfe Unterschiede im 7'yndall-Effekt oberhalb 
und unterhalb jeder Grenzschicht wohl zu erkennen.) Neuere Unter- 
suchungen haben erwiesen, daB diese Aufteilung auch im Kathoden- 
schenkel des U-Rohres zu beobachten ist. 

Zur Analyse werden die Proben folgendermaBen aus dem U-Rohr ent- 
nommen: Eine feine Glaskapillare, die am oberen Ende mit einem Gummi- 
schlauch versehen ist, wird in einem geeigneten Stativ gut fixiert und vor- 
sichtig bis zum gewiinschten Niveau in den Schenkel eingefiihrt, hier wird 
mit Hilfe einer Spritze, die am anderen Ende des Gummischlauchs befestigt 
ist, die Probe entnommen. 

Jede zwischen zwei der oben beschriebenen Grenzschichten  be- 
tindliche EiweiBsiule erwies sich als homogen in bezug auf den Eiweib- 
gehalt, die Refraktion und die untere Fallungsgrenze fiir Ammonsulfat 


nach Geil (2). Dagegen weisen sie untereinander deutliche Unterschiede 
in diesen Eigenschaften auf. So steigt der Proteingehalt sprunghaft unter 
jeder Grenzschicht, und die untere Fallungsgrenze wird sukzessive 


niedriger. 
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Im folgenden wird die EiweiBsaiule zwischen zwei Grenzschichten 
P,, Py, P, usw. bezeichnet, wobei P, diejenige Séiule bedeutet, die im Anod: 
schenkel des Apparats am héchsten steht, gleich unter der obersten beo! 
achteten Grenzschicht. Angenommen, da8 im Serum EiweiSifraktionen mit 
verschiedener elektrophoretischer Wanderungsgeschwindigkeit vorhanden 
sind (f,, F,, I’; usw. wobei F, die schnellst wandernde bezeichnet) und, das 
diese sich im Verhaltnis zueinander mit konstanter Geschwindigkeit |} 
wegen, so haben wir fiir P,, P, usw. folgende Zusammensetzung. P, ent 
halt nur die Fraktion mit héchster Wanderungsgeschwindigkeit. P, wiirde 
F, +, enthalten, P, die Fraktionen ,, FP, und F, usw. Hierfiir spricli 
teils die sprungweise Erhéhung des Protein-N-Gehalts unterhalb jeder 
Grenzfliche und teils, da& der Protein-N-Gehalt zwischen zwei Grenz 
schichten iiberall derselbe ist. 

Um P,, P; usw. wirklich in oben beschriebener Weise als Summe aus 
F,, #,, F; usw. betrachten zu kénnen, muB8 vorausgesetzt werden, da} F, 
mit seinem Schwanzende den Raum zwischen den beiden Hiahnen des 
Apparats nicht verlassen hat. Der Versuch ist indessen so angeordnet, daj) 
die Wanderungsstrecke nie langer ist als der zwischen den Hihnen gelegene 
Teil des Rohres. Es diirfte deshalb berechtigt sein, die Konzentration de: 
verschiedenen Fraktionen folgendermaBen zu berechnen. In P, driickt der 
Protein-N-Wert primar die Konzentration von /’, aus. Die Differenz zwischen 
dem Protein-N-Gehalt von P, und P, gibt die N-Konzentration fiir FP, an 
usw. In Tabelle I sind die auf diese Weise erhaltenen Werte fiir die Konzen- 


tration der Fraktionen in Versuch 2 bis 4 angegeben. 


Tabelle I. 





Fraktion: Fy 


Versuch $ 
Protein-N wee... 66 ks ws 267 
Agglutinintiter fiir 8 - 

Versuch ¢ 
Protein-N mg-°, . a oke gt ene 186 
Agglutinintiter fir @ ...... _ 

Versuch 


PRORLAE: are al Se eS 344 
Agglutinintiter fir « « 


Sor Se ator eee $e : 36 
Agglutinintiter fir @ .. tow ay _ : :4 


Die vorliegende Arbeit soll klarstellen, inwieweit ein Zusammenhang 
zwischen den oben genannten Fraktionen und den Isoagglutininen 
besteht. Es ist wohl bekannt, daB saimtliche Antikérper an gewisse 
Globulinfraktionen des Serums, so wie wir sie durch Fallung mit beispiels- 
weise Ammonsulfat oder Elektrodialyse unterscheiden kénnen, gebunden 
sind. So haben Rona und Krebs (5) dieselben sowohl in der Euglobulin- 
als auch in der Pseudoglobulinfraktion gefunden, wihrend Bleyer (1) sic 
nur in der Euglobulinfraktion und garnicht oder nur in geringem Grade 
im Pseudoglobulin findet. 
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Die hier veréffentlichten vier Fille betreffen Blutgruppe 0, die 
sowohl die Agglutinine « und # (Anti-A und Anti-B) enthalten. Das 
Serum, das in zwei Fallen von Hypertoniepatienten und in zwei Fallen 
von gesunden Individuen erhalten wurde, ist entweder in seer urspriing- 
lichen Konzentration oder nach Verdiinnen mit Seitenfliissigkeit (deren 
Zusammensetzung aus den Protokollen ersichtlich ist) verwendet worden 
und ist dann nach der oben angegebenen Methodik der Elektrophorese 
unterworfen worden. Danach ist in den verschiedenen P der Protein-N- 
Gehalt, die Fallbarkeit des EiweiBes bei 30 und 50 °,iger Sattigung 
mit Ammonsulfat sowie der Agglutinintiter bestimmt 
worden. Die Agglutinationen sind simtlich mit Blut- 
kérperchen ein und derselben Individuen der Blut- 
gruppe A, bzw. B vorgenommen worden 


In Versuch | ist der Agglutinintiter fiir $ sowohl 
im oberen als auch im unteren Teil von jedem P be- 
stimmt worden: die Proben wurden zu diesem Zweck 
gleich unterhalb der oberen und gleich oberhalb der 
unteren Begrenzungsschicht jedes P entnommen. 
Diese Proben sind z. B. P,a und P,6 (siehe Abb. 1) 
benannt worden. Mit diesem Versuch ist bezweckt, 
die Homogenitat der Verteilung der Agglutinine in- 
nerhalb einer jeden Fraktion nachzuweisen. Es zeigt 
sich hier, daB die Isoagglutinine f offenbar an die 
beiden Fraktionen F, und F, gebunden sind. In 
P, und P, kénnen keine f-Agglutinine nachgewiesen 
werden, wohl aber in P, unmittelbar unter der ins, ania 
dritten Grenzschicht (von oben gerechnet). 3€-  tische Darstellung 
merkenswerterweise ist der Agglutinintiter bis zur ‘aia 
vierten Grenzschicht konstant, um unter derselben rese 
plétzlich anzusteigen (auf 1:38). Weiter unten im 
Anodenschenkel halt sich der Titer konstant, obwohl eine neue Fraktion 
mit ihrer Grenzschicht 11 mm iiber dem Ausgangspunkt steht. Diese 
letzte Fraktion enthalt also keine f-Agglutinine. 














Versuch 2 zeigt den Protein-N-Gchalt, den Agglutinintiter fiir 6 und 
die Fallbarkeit des EiweiBes durch 30 bzw. 50° ,ige Sattigung mit 
Ammonsulfat in jedem P. / befindet sich in diesem Falle in einer 
einzigen der Fraktionen, F’,. die durch 30° ,ige Sattigung mit Ammon- 
sulfat fallbar ist. 


Versuch 3 ergibt analoge Resultate mit dem Unterschied, daf die 
p-Agglutinine an zwei der Fraktionen F, und F’, gebunden sind, die beide 
durch 30 %ige Sattigung mit Ammonsulfat zu fallen sind. Die haupt- 
sachliche Bindung finden wir jedoch an F,. 
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Versuch 4. Nach durchgefiihrter Elektrophorese werden vic 
Fraktionen beobachtet. Von diesen enthalten P, und P, keine Is: 
agglutinine, P; und P, enthalte 


Fraktion sapien te jedoch sowohl ~ als auch # in fo! 
a ? 





gender Proportion. 

Also ist « sowohl in Ff 
als auch F, enthalten, haupt 
sachlich jedoch in F,. /findet sich jedoch in héchster Konzentration in F’, 

In Tabelle I finden wir auBer den Protein-N-Werten fiir die i: 
jedem Versuch erhaltenen Fraktionen auch die Agglutinintiterwerte, dir 
gleichfalls durch Differenzberechnung erhalten sind. 


- 


P 1:8 l: 
P, 1:44 1:11 


Vol 

Protokoll. des 

. vere 

Versuch 1. Spa 
Material: Serum I, px 8,26. Seitenfliissigkeit: Ringerlésung mit Borat 

puffer vom pu des Serums gepuffert und mit Aqua dest. bis zur Leitfahigkeit pho 

des Serums verdiinnt. Versuchsdauer 29 Stunden. Stromstarke: etwa 20 n 

50 Milliamp. Spannung: etwa 150 Volt. ont. 
Lage der Grenzflichen im Anodenschenkel nach durchgetiihrter Elektro 
phorese: Es werden fiinf Grenzflaichen beobachtet, 155, 85, 56, 30 und 11 mm 

oberhalb des Ausgangspunktes. 

Wo die verschiedenen Portionen entnommen sind geht aus Abb. | 


hervor. 





ye ; . ¥ } 
Tinteranchie Probe ss 7 Fallung mit Ammonsul- Fallung mit Ammonsu! 
itersuchte Probe Agglutinintiter fat, 30% /jige Sittigung fat, 50 oige Sattigunyg 


Pia 0 : 0 

Pyb 0 0 

Pya 0 0 re 

Pyb a 

P3a + ok 

P3b }. ane 

Bag ‘8 4 Seit 

So o> + und 

ni ; dau 

Versuch 2. pho: 
vom 


Material: Serum II, px 7,78, mit Seitenfliissigkeit verdiinnt (3 + 2). 


Seitenfliissigkeit: Ringerlésung mit Boratpuffer vom px des Serums gepuffert 
und mit Aqua dest. bis zur Leitfahigkeit des Serums verdiinnt. Versuchs 
dauer: 19 Stunden. Stromstirke: etwa 30 Milliamp. Spannung: 90 bis 
100 Volt. 

Stand der Grenzflichen im Anodenschenkel nach durchgefiihrte: 
Elektrophorese: Fiinf Grenzflichen werden beobachtet, 100, 74, 48, 25 und 
12mm oberhalb des Ausgangspunktes. Eine Portion P, wird aus dem Hahn 
an der Anodenseite entnommen und erweist sich als identisech mit /. 
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' , ri or ‘’“llung 
Untersuchte Protein-N Agglutinintiter _., ,Péllung  Fatlung 
“*¢ 0 a mit Ammonsulfat, mit Ammonsulfat, 
Probe mg-°/ fiir 3 an 0/.3 snshe Ser sree 
30 °/oige Sittigung 50° sige Sattigung 


267 0 0 0 

327 0 0 0 

352 0 (0) 

380 0 0 

409 : 26 

409 : 26 
Ausgangsmaterial 668 : Bb 

Versuch 3. 

Material: Serum ILI, pu 8,13, mit Seitenfliissigkeit auf das doppelte 
Volumen verdiinnt. Seitenfliissigkeit: Ringerlésung mit Boratpuffer vom pu 
des Serums gepuffert und mit Aqua dest. bis zur Leitfahigkeit des Serum 
verdiinnt. Versuchsdauer: 25,5 Stunden, Stromstarke: 28 Milliamp. 
Spannung 140 bis 150 Volt. 

Lage der Grenzflaichen im Anodenschenkel nach durehgefiihrter Elektro - 
phorese: Es werden fiinf Grenzflichen beobachtet, 148, 137, 80, 48 und 
20mm vom Ausgangspunkt. Aus dem Anodenhahn wird eine Fraktion P, 


entnommen. 





3 eT ee Fillung Fallung 
orsuchte *rotein-) Ag tite P in 
— mg-?| < bee “T er mit Ammonsulfat, mit Ammonsulfat, 

‘ mg-?/ 9 i 30 °\oige Sattigung 50° oige Sattigung 


186 0 
208 0 
238 0 
260 
320 
441 


Ausgangsmaterial 542 


Versuch 4. 


Material: Serum IV, pu 7,9, mit Seitenfliissigkeit (5 L) verdiinnt. 
Seitenfliissigkeit: Ringerlésung mit Boratpuffer vom px des Serums gepuffert 
und mit Aqua dest. bis zur Leitfahigkeit des Serums verdiinnt. Versuchs- 
dauer: 19 Stunden, Stromstirke: 50 Milliamp. Spannung 150 Volt. 

Lage der Grenzflaichen im Anodenschenkel nach durehgefiihrter Elektro- 
phorese: Es werden vier Grenzflachen beobachtet, 175, 82, 65 und 10mm 


vom Ausgangspunkt. 





- . Agglutinintiter Fallung Fallung 

ersuchte -*rotein- : : i £ i g 
—— mee « N fiir mit Ammonsulfat, mit Ammonsulfat, 
ng-"'0 30°) ige Sattigung 50 9/,ige Sattigung 


P, 344 0 0 
Py 381 0 
P; 473 
Ps 588 

Ausgangsmaterial 588 








A. Grénwall. 


Zusammenfassung. 

‘1. Menschenserum von Individuen der Blutgruppe 0 wurde weit 
getriebener Elektrophorese unterworfen, so daB die von Grénwall (3 
nachgewiesene Fraktionierung deutlich hervortrat. 

2. In den verschiedenen Fraktionen wurde der Agglutinintiter, de: 
Protein-N-Gehalt und die Fallbarkeit mit Ammonsulfat bestimmt 

3. Es ergibt sich, daB die Isoagglutinine regelmaBig an die ge- 
nannten Fraktionen gebunden sind, und zwar finden sie sich homogen 
verteilt in einer oder zwei der bei 30 %Giger Sattigung mit Ammonsulfat 
fillbaren Fraktionen. 

4. Die Isoagglutinine « und / wurden in denselben zwei Fraktionen 
angetroffen. 

Die Arbeit soll besonders unter Beriicksichtigung anderer <Anti- 


kérper weitergefiihrt werden. 


Die vorliegende Arbeit ist mit Unterstiitzung der ,,K6niglich 
Physiographischen Gesellschaft in Lund‘ ausgefiithrt worden. 


Literatur. 


1) L. Bleyer, Zeitschr. f. Immunitatsf. 58, 386, 1927. 2) T. Geil, 


Om Albumin og Globulin i Serum og Urin. Dissert., Kopenhagen 1928. 
3) A. Grénwall, Kungl. Fysiogr. Sallsk. i Lund Férh. 5, 13, 1935. — 4) Derselbe, 
nicht publiziert. 5) Rona u. Krebs, diese Zeitschr. 169, 266, 1926. 





Die Struktur der Desoxyriboside aus Thymusnucleinsaure. 


Von 
Katashi Makino. 


( Aus der inneren Abteilung des Dairen-Hospitals, Dairen, Siidmandschurei. ) 


(Eingegangen am 19. September 1935.) 


Meine friihere Angabe (1), daB die Nucleoside aus Thymusnuclein- 
siure die Pyranosidstruktur besitzen miissen, hat sich bei den Unter- 
suchungen mit reinen Nucleosiden [Hypoxanthin-, Guanin- und Thymin- 
desoxyriboside (2)] nicht mehr bestatigen lassen. Vielmehr fallt gegen 
die drei obengenannten Nucleoside die Borsiurereaktion auf korrespon- 
dierende Hydroxyle (3) negativ aus. Also muB man annehmen, dab 
Desoxynucleoside die Furanosidstruktur haben. 


Je 40 mg der zu untersuchenden Substanzen wurden in 10 cem Wasser 
gelést und mit n/100 Natronlauge gegen Phenolphthalein rosa gefirbt. 
Ebenso wird eine 0,2°,ige Lésung von Borsiure schwach rosa gemacht. 
Wenn | ccm dieser Boraxlésung zur Substratl6sung zugesetzt wird, tritt 
saure Reaktion auf, und es bedarf eines weiteren Zusatzes von n/100 Natron- 
lauge (z. B. bei Adenosin aus Hefenucleinsiure etwa 1,8 cem n/100 NaOH 
erforderlich), um die urspriingliche Rosafarbung wieder herzustellen, wenn 
die Substrate korrespondierende Hydroxylgruppen haben (3) (positive 
Reaktion). Dagegen bleibt die Mischung der Borax- und Substratlésung 
unverindert alkalisch, wenn solche Hydroxyle fehlen. 





z Bors&ure- z Borsihure- 
Substrat reaktion Substrat reaktion 


H,O Hefeguanylsaure 
Adeninribosid 4 Hefecytosylsaure 
Guaninribosid 1 Hefeuracylsiure 

Hy poxanthinribosi« Hefenucleinsiiure 
Uracylribosid + Milznucleinsiure 
Hefeadenylsaure ~ Guanindesoxyribosid 
Muskeladenylsaure (3) Hypoxanthindesoxyribos.d 

Thymindesoxyribosid 





Nach den Ergebnissen der obigen Untersuchung sind folgende 
Formeln fiir drei Desoxyriboside als gesichert anzusehen. 


HN—C=—0O 
| HH HOGA 
NH,—C C—N C—C—C—C—CH,. OH 
CH H OH 
N—C—N = 


Guanosin Guanin-desoxyribosid. 
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HH Ho 
C—C C—C—CH,.OH 
CH H OH 
0 


Inosin Hy poxanthin-desoxyribosid. 


Dementsprechend kann man auch dem Adenin-desoxyribosid, det 
Muttersubstanz des Inosins, die Furanosidstruktur geben. 


HN-—C—0O 


| 
O=C C—CH, 


noo. ow 8 be 
> = ¢ N—CH 


HO .H,C—C—C-—( 
H OH 
0 


Thymosin Thymin-desox yribosid. 


Neuerdings hat auch P. A. Levene (4) dem Thymosin die (1 
Ringstruktur zuerteilt. 

Weiterhin scheint das Verhalten der obengenannten Desoxy 
riboside gegen Phenolphthalein wichtig zu sein. Thymusnucleinsaure ist 
gegen Phenolphthalein vierbasisch (5). (Ebenso verhalt sich die ge- 
reinigte Nucleinsiure aus Rindermilz.) Diese Aziditat der Nucleinsaure 
kann nur durch die Séuregruppe der Phosphorsadure, nicht durch die 
enolische Hydroxylgruppe der Nucleinbasen (5) (6) hervorgerufen sein, 
nachdem nunmehr auch fiir Desoxyriboside, wie fiir die Nucleoside 
aus Hefenucleinséiure bestatigt wurde, diese Substanzen, besonders 
Guanin- und Thymin-desoxyriboside, die eine Hydroxylgruppe im 
Pyrimidinkern besitzen, gegen Phenolphthalein neutral reagieren. 


Literatur. 

1) Makino, Hoppe-Seyler’s Zeitschr. 233, 186, 1935. 2) Ich verdank: 
diese gereinigten Desoxyriboside der Freundlichkeit von Herrn Dr. W. Klein. 
Freiburg i. Br. 3) Klimak u. Parnas, diese Zeitschr. 252, 392, 1932: 
Boéeseken, Ber. d. chem. Ges. 46, 2612, 1913; Makino, diese Zeitschr. 278, 
161, 1935. 4) P. A. Levene u. R. St. Jipson, J. of biol. Chem. 109, 
623, 1935. 5) Makino, Hoppe-Seyler’s Zeitschr. 232, 229, 1935. 6) Vel. 
Levene u. Simms, J.of biol. Chem. 70, 327, 1926; 65, 524, 1925. 
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Studien iiber den Eiweibstoffwechsel 
und die Oxydationsprozesse beim experimentellen Skorbut. 
II]. Mitteilung: 

Harnstoff- und Kreatiningehalt beim experimentellen Skorbut und Einflub 
von Ferr. hydrog. red. auf den Harnstoff- und Kreatiningehalt beim 
experimentellen Skorbut. 

Von 
L. D. Kaschevnik und I. B. Fridland. 

(Aus dem Laboratorium fiir biologische Chemie des Staatlichen Medizinischen 
Instituts in Archangelsk.) 


(Kinacgangen am 22. August 1935.) 


Der Harnstoff, welcher ungefahr 90°, des im Urin enthaltenen 
Stickstoffs bildet, kann bekanntlich als Kennzeichen der verdauten, 
assimilierten, in den Organismus eingetretenen Eiweibstoffe angesehen 
werden. Nach Folin (1905) ist der Harnstoff-Stickstoff das Merkmal des 
exogenen Eiweifizerfalls, wahrend der endogene Eiweibzerfall durch das 
Auftreten von Kreatinin und Harnsiure gekennzeichnet ist. 

Gelegentlich unserer Untersuchung iiber die Stickstoffbilanz und 


den Oxydationskoeffizienten beim experimentellen Skorbut des Meer- 


schweinchens (1) wurde der Harn der Versuchstiere auch auf Harnstoff 
(nach Borodin) und auf Kreatinin (nach Folin) untersucht. 


Palladin (2), Naggyama und Sato (3) finden bet Meerschweinchen mit 
experimentellem Skorbut eine, wenn auch geringe Erniedrigung des Kreatinin- 
gehalts im Harn und gleichzeitig eine Zunahme des Kreatingehalts. 

Beim Vergleich der von uns erhaltenen Angaben mit den Resultaten der 
vorher erwaihnten Verfasser mu} folgendes bemerkt werden: A. W. Palladin 
bediente sich bei seinen Untersuchungen als Skorbutogene Ration der Diit 
von Holst und Fréhiich, die bekanntlich in bezug auf die Vitamine C, sowie 
auch A, nicht als vollwertig anerkannt werden kann. Nagayama und Sato 
verwendeten die Schermansche Diit als Grundnahrung. Letztere enthalt 
bekanntlich ein kreatinhaltiges Milchpulver. Wir gebrauchen als Skorbut- 
ration im Autoklaven erhitztes Heu, vetrockneten Hafer und im <Auto- 
klaven behandelte Mohrriiben!. Die von uns erhaltenen Resultate sind in 
den Tabellen J und I], und zwar in Mittelwerten der einzelnen Perioden 
dargestellt. 

Unsere Versuche sind in zwei Serien ausgefiihrt . Eine Serie umfabt die 
Beobachtungen an den Meerschweinchen Nr. 3, 4, 7 und 8, die andere um- 
faBt die Beobachtungen an den Meerschweinchen Nr. 6, 10, 14 und 15. Die 
Letzteren bekamen im Versuch 10 mg Ferr. hydrog. red., und zwar bekamen 
die Meerschweinchen Nr. 6 und 10 Eisen wahrend der Kontrollperiode 
(Zweite Kontrolle) vor Ubergang auf die Skorbutration, wahrend die Meer- 


! Ausfiihrliche Beschreibung der Technik unserer Versuche siehe diese 
Zeitschr. 277, 401—411, 1935: 282, 56, 1935. 
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schweinchen Nr. 14 und 15 Eisen vom ersten Tage der skorbutogenen Ration 


an erhielten '. 

Bei Meerschweinchen Nr. 3 (Tabelle 1) ist der Harnstoff-N-Gehalt im 
Laufe der Kontrollperiode héher als derjenige der Anfangsperiode der 
Skorbutentwicklung. [63 (14) mg in der Kontrollperiode und 41 (90) mg in 
der Anfangsperiode der Skorbutentwicklung.}] Eine gréBere Harnstoff- 
ausscheidung wird in der Periode der vollkommenen Skorbutentwicklung be- 
obachtet 82,0 (51) mg. Der Kreatininstickstotf wiaihcend der Kontroll- 
periode betrug im Mittel bei den Tieren Nr. 3. 4, 6, 10, 14 und 15 nur 1,2 mg 
pro 24 Stunden und 0,28 mg N pro 100g K6rpergewicht. Bei den Meer- 
schweinchen Nr. 7 und 8 wurde aus technischen Griinden auf die Bestimmung 
des Kreatiningehalts wahrend der Kontrollperiode verzichtet. 

Wahrend der Anfangsperiode der Skorbutentwicklung wurden beim 
Meerschweinchen Nr. 3 0,91 mg (siehe Tabelle 1) Kreatinin-N pro 24 Stunden 
ausgeschieden, wahrend der Periode der vollkommenen Skorbutentwicklung 
2,.0mg N und im Laufe der gemischten Periode der Skorbutentwicklung 
und des partiellen Hungerns 1,6 mg N. Rechnen wir diese Werte auf 100 ¢ 
des Kérpergewichts um, so erhalten wir 0,20, 0,48 und 0,51 mg Kreatinin- 
stickstoff. Ein Sinken der Kreatininausscheidung war also beim Meer- 
schweinchen Nr. 3 nur wahrend der Anfangsperiode zu bemerken. Gleich- 
artige Anderungen im Kreatiningehalt des Harns fanden wir auch bei den 
Meerschweinchen Nr. 4, 7 und 8 (Tabelle 1), sowie Nr. 6 und 10 (Tabelle II). 

Das Einfiihren von’ Ferr. hydrog. red. ruft eine erhédhte Aus- 
scheidung des Kreatinins im Vergleich zu der Kontrollperiode ohne Ferrum 
(S. G. erste Kontrollperiode) hervor. Die tagliche N-Ausscheidung des 
Kreatininstickstoffs betrug in der ersten Kontrollperiode 1,2 mg (0,28 mg 
pro 100g K6érpergewicht), in der zweiten Kontrollperiode 1,7 und 1,9 mg 
(oder 0,3, 0,41 mg auf 100g des Kérpergewichts des Meerschweinchens). 
Die tagliche Ausscheidung des Kreatinin-N wahrend aller Perioden der 
Skorbutentwicklung ist also héher als in der ersten Kontrollperiode (ohne 
Eisen). 

Meerschweinchen Nr. 14 und 15. Bei diesen beiden Versuchstieren, die 
trichtig waren, wurden die héchsten taglichen Mittelwerte des Kreatinin- 
stickstoffgehalts im Harn wihrend der Kontrollperiode, nimlich der dem 
Skorbut vorhergehenden Periode, festgestellt. Das hangt méglicherweise mit 
der Trachtigkeit zusammen. Beim Ubergang zur Skorbutkost und gleich- 
zeitiger Eisenzufuhr wurde ein bedeutendes Sinken der absoluten Werte 
des Kreatinins im Harn beobachtet. Trotzdem findet man auch bei diesen 
Versuchstieren eine deutliche Tendenz zur Zunahme des Kreatininstickstoffs 
wahrend der Skorbutentwicklung. So betrug in der Anfangsperiode die 
durechschnittliche tagliche Ausscheidung des Kreatininstickstoffs 1,1 oder 
0,2 mg pro 100 g des Kérpergewichts, waihrend der Periode der vollkommenen 
Skorbutentwicklung aber 1,16 mg pro 24 Stunden oder 0,25 mg pro 100g 
K6érpergewicht. Die Menge des Harnstoff-N im Harn der trachtigen Meer- 
schweinchen verlauft wie in den absoluten so auch in den relativen Werten 
(pro 100g Gewicht berechnet) parallel dem Gehalt des gesamten Harn- 
stickstoffs. 

Zusammenfassung. 

1. Bei den Meerschweinchen, welchen eine aus trockenem Heu, 

Hafer, roten Beeten, Riiben und Wasser ad libitum bestehende skorbu- 


! Naheres iiber die technischen Versuchsbedingungen siehe diese Zeitschr. 
282, 56, 1935; Ll. Mitteilung. 
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togene Kost verabreicht wurde, betrug die tiagliche Ausscheidung de 
Kreatinin-N durchschnittlich 1,2 mg oder 0,28 mg pro LOO g Kérper 
gewicht. 

2. Beim Ubergang zur Skorbutkost (im Autoklaven erhitztes Heu 
trockener Hafer und im Autoklaven erhitzte Mohrriiben) nimmt de: 
Kreatiningehalt gleichzeitig mit der Entwicklung des Skorbuts zu 

3. Die Schwankungen des (N-Gehalts) des Harnstoff-N stimmen mit 
den Schwankungen des gesamten Harnstickstoffgehalts der verschiedenen 
Perioden der Skorbutentwicklung tiberein. 

4. Zufuhr von Eisen in der Nahrung ruft eine erhéhte Kreatinin 
ausscheidung hervor, was als Kennzeichen eines erhéhten endogenen 
Kiweibstickstoffmetabolismus betrachtet werden kann. Dies gilt fiir alli 
Perioden der Skorbutentwicklung. 

5. Die Kisenzufuhr ibt keine Wirkung auf die Harnstoffausscheidung 
wihrend der drei Perioden der .Skorbutentwicklung aus. Die Aus- 
scheidung des Harnstoffs ist wahrend der verschiedenen Perioden der 


Skorbutentwicklung parallel der Menge des gesamten Harnstickstoffs 


Literatur. 


1) Siehe unsere vorangehende Abhandlung, diese Zeitschr. 282, 56, 
1935. 2) 4. W. Palladin, ebenda 154, 104, 1924. 3) Naga yame u. Sato, 
J. of biol. Chem. 10, 26, Tokyo 1928/1929. 4) 4. W. Palladin, 1. ¢. 
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Zur Kenntnis der Karamelisation der Saccharose. 
Von 
A. Joszt und S. Molinski. 


Aus dem Institut fiir chemische Technologie der landwirtschaftlichen 
Gewerbe der Polytechnischen Hochschule Lwéw (Polen)}. 


(Eingegangen am 2. Oktober 1935). 
Fir vergleichende Untersuchungen der Karamelisationskolloide der 


Saccharose mit den Melassekolloiden wollten wir als Ausgangsmaterial 
ein Karamel haben, das unter méglichst gut definierten Bedingungen, 


unter AusschluB von Nebenreaktionen gewonnen sein sollte. 


Die Anwesenheit von Kolloiden im Karamel wurde schon von Th. Gra- 
ham? bewiesen. Er hatte eine kolloidale Fraktion aus einern nach A. Gélis? 
dureh Erwarmung (210 bis 220°C) der Saeccharose unter normalem Druck 
gewonnenen, aber nicht naher bestimmten Produkt erhalten. Inzwischen 
wurde das Karamel weiteren Untersuchungen unterworfen, von denen in 
erster Reihe die ausfiihrlichen Arbeiten von F’. Stolle®, FP. Ehrlich 4, M.Cun- 
ningham und C. Dorée ®, A. Pictet und N. Andrianoff ®, endlich von A. Pictet 
und RP. Stricker’, erwahnt seien. 

Von A. Gélis, F. Stolle sowie M. Cunningham und C. Dorée wurde die 
Karamelisierung unter normalem Druck durchgefiihrt. F’. Ehri'ch arbeitete 
unter einem reduzierten, aber nicht naher von ihm angegebenen Druck. 
Erst Pictet und Andriano}f verwenden zur Hitzebehandlung der Saccharose 
die von A. Péctet und J. Sarasin’ im Jahre 1918 zur Anhydrisierung der 
Kohlenhydrate ausgearbeitete Methode der Vakuumdestillation. Dadurch 
wurde eine schonendere Durchfiihrung der Karamelisation ermédglicht, da 
durch Anwendung des Vakuums die Erwarmungszeit gekiirzt, die fliichtigen 
Produkte schneller entfernt und eventuell Oxydationsprozesse abgeschwacht 
werden. Nach dieser Methode wurden Zuckermengen von je 20 ¢ in Glas- 
retorten im Sandbad bei 185 bis 190°C unter 10 bis 15mm Hg bis zum 
bestimmten Gewichtsverlust erwarmt: bei 5°,igem Gewichtsverlust ge- 
wannen Pictet und Andricnoff zum erstenmal ein Produkt der Zucker- 
anhydrisierung, das sie Isosaccharosan nennen; bei 10° ,igem Gewichts- 
verlust gewannen sie einen mit dem Karamelan von Gélis identischen 
Ko6rper und bei 20°%igem Gewichtsverlust eine Verbindung, die mit dem 
Karamelen von Gélis identisch war. Diese Destillationen nach Pictet- 
Andrianoff fiihrten also zu Ergebnissen, die im allgemeinen mit denen von 
Gélis iibereinstimmten. Die Autoren erhielten chemisch fast reine Praparate 
mit bestimmten Schmelzpunkten (144° fiir Karamelan und 204 bis 205° C fiir 
Karamelen), wobei aber auGBer fiir Isosaccharosan keine Reinigungsmethode 
angegeben wurde. 


! Jahresber. d. Chem. 14, 79, 1861. 2 Ann. de chim. (3) 52, 356, 
1858. — *° Zeitschr. Ver. Deutsch. Riibenzuckerind. 49, 800, 1899; 49, 839, 
1899. 4 Ebenda 59,.746, 1909. > Ebenda 68, 1, 1918. ® Helv. Chim. 
Acta 7, 703, 1924. 7 Ebenda 7, 708, 1924. 8 Ebenda 1, 87, 1918. 
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Nur der letzte Karamelkérper von Gélis, und zwar das Karamelin, wurd 
als ein Produkt der weitgehenden Zuckerzersetzung anerkannt und. nich 
durch Vakuumerhitzung gewonnen, 


Wir haben uns daher entschlossen, auf Grund obiger Methode das 
Produkt des 25 °,igen Gewichtsverlustes, das Karamelin, ferner auch di: 
Produkte des 10 und 20°% igen Gewichtsverlustes darzustellen, ihr 
Dialysierbarkeit zu priifen, von dem ersten Produkt aber seine; 
kolloidalen Anteil fiir unsere weiteren Untersuchungen zu gewinnen 
Das erste Produkt von Pictet-Andrianoff, das Isosaccharosan, konnten 
wir unbeachtet lassen, weil es das typische Merkmal der Karamelisations 
produkte, d.h. die dunkle Farbung, nicht aufweist. 


Experimenteller Teil. 


Als Ausgangsmaterial benutzten wir Saccharose, und zwar eine Raffinade ; 
ihr Schmelzpunkt war 183,8° C, die Reduktionsfahigkeit nach Bertrand 5 mg 
Cu auf 100 mg Saccharose, Aschegehalt 0,009 °(, und Oberflachenspannung 
75,0 Dyn « em-!, bei 18°C in 20° iger Lésung mit Tensiometer von du Noiy 
gemessen. Die von Pictet und Anarianoff benutzte Saccharose hatte einen 
Schmelzpunkt von 183°C und reduzierte die Fehklingsche Lésung ,,erst nach 
langerem Kochen*’. 

Es war uns unmdédglich, die Experimente von Pictet und Andrianoff in 
der tiblichen Zusammenstellung der Apparatur Retorte im Sandbad his 
zur Hohe der Substanz eingetaucht zu wiederholen und Gewichtsverlust« 
iiber 15°, hinaus zu erhalten. Das Erstarren der vorher fliissigen Substanz 
sowie des Schaumes verhindert ganzlich die Fortfiihrung der Destillation 
iiber den genannten Gewichtsverlust hinaus. Die zur Gewinnung einzelne: 
K6rper beanspruchte Erhitzungszeit ist von A. Pictet und N. Andrianos/ 
nicht angegeben; es war nur bekannt, daB zur 5° igen Anhydrisierung 
20 Minuten Erhitzungsdauer nétig ist. Auch andere wichtige und fiir di 
Experimente ganz wesentliche Einzelheiten, z. B. das Volumen der dazu 
gebrauchten Retorten und der Ort dev Temperaturmessung, im Bade ode! 
im Inneren der Retorte, waren nicht angegeben. Gleich in den ersten Ver 
suchen haben wir uns davon tiberzeugt, daB die Anwendung eines Metall 
bades (Legierung nach Wood), oder eines Olbades (Rizinus6l) vorteilhaft ist. 
da das Sandbad sehr groBe Temperaturdifferenzen zwischen verschiedenen 
Schichten des Bades aufweist, was sehr leicht zu unzulassigem Uberhitzen 
fiihren kann. Die von Pictet benutzte Retorte ersetzten wir deshalb durch 
einen Rundkolben, weil derselbe im Bade ganzlich eingetaucht werden kann. 
wodurch eine Abkiihlung des sich immer bildenden Schaumes verhindert 
wird; dadurech wird es auch leichter, den Gewichtsverlust zu kontrollieren, 
sowie den harten Destillationsriickstand aus dem Gefa®& herauszunehmen 
UnerlaBlich ist die Benutzung widerstandsfahiger (z. B. Jenaer) Glasgefabe 
wegen der starken Korrosionen, die wir sogar bei Anwendung schwe 
schmelzbarer Retorten aus Kavalierglas bemerkt haben. 

Zur Gewinnung des Produkts mit 10°, Gewichtsverlust kann man be 
Anwendung eines 500 cem-Kolbens von einer Zuckermenge von 50g aus 
gehen, weil die lebhafte Gasentwicklung ein gutes. Durchmischen der Masse 
verbiirgt. Bei etwa 15°, Gewichtsverlust dagegen beginnt die Masse im 
Kolben stark zu schitumen und kann leicht in die Vorlage iibergeschleudert 
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werden, so daB im 500 cem-Kolben nur mit Dosen von 10 g¢ Zucker gearbeitet 
werden kann. 

Um die Destillationsbedingungen noch genauer zu prazisieren, haben 
wir die Temperaturgrenzen eingeschrankt und den Druck noch mehr hecab- 
vesetzt, um noch vorsichtiger arbeiten und die Erwarmungszeit abkiirzen 
yu kénnen. In langeren Versuchen haben wir die zur Gewinnung eines 
hestimmten Gewichtsverlustes der Saccharose nétige Zeit festgesetzt. Auf 
Grund aller obigen Versuche benutzten wir folgendes Verfahren der Vakuum- 
karamelisation : 

In einem kurzhalsigen Jenaer 500 cem-Rundkolben, der mittels einer 
Korktubulatur mit einer mit Wasserkiihlung versehenen Vorlage und Vakuum- 
pumpe verbunden war, wurden bei Destillation zum 10°,igen Gewichts- 
verlust 50¢@ Zucker, bei Destillationen bis zu einem héheren Cewichts- 
verlust 10g Zucker im Ol- oder Metallbad erhitzt. Die Temperatur des 
Bades wurde mit Quecksilberthermoregulator in den Grenzen von 187,5 bis 
189,5° C (statt 185 bis 190° C bei Pretet und Andrianoff) und das Vakuum von 

bis 7mm Hg, meistens auf 3 bis 5mm Hg (statt 10 bis 15 mm Hg bei 
Pictet und Andrianoff) gehalten. Unter diesen Bedingungen dauerte das 
Erhitzen zur Gewinnung von Karamelan, d.h. biszum 10 °jigen Gewichtsver 
lust der Saccharose, 50 Minuten vom Moment der Zuckerverfliissigung an ge- 
rechnet: zum Gewichtsverlust von 20°, 5 bis 6 Stunden, zur Gewinnung des 
Karamelins von Gélis (25°,, Gewichtsverlust) 18 Stunden. Nach beendeter 
Erwarmung wurde die Apparatur jedesmal unter Vakuum gekiihlt und nach 
der Gewichtskontrolle der Inhalt des Kolbens zerrieben. 


Auf diese Weise erhielten wir folgende Produkte: 





Anzahl der 


Weatiliationen Gewichtsverlust 


Produkt 
Karamelan . .. . 4 9,75 bis 105% 
Karamelen . Ve ie’ 10 194 , 204% 
Karamelin ..... 5 35S , 251%, 


Die auBerhalb obiger Gewichtsverlustgrenzen gewonnenen Produkte 
wurden verworfen und die in der obigen Tabelle genannten Praparate weiter 
untersucht: 

1. Der mit 10°, Gewichtsverlust erhaltene, also dem Karamelan 


entsprechende Riickstand stellte im Kolben eine glasige, braune. briichige 
Masse mit muscheligem Bruch dar; im Pulverzustand war er hellgelb, 
hygroskopisch, bitter, in Wasser und in kaltem Methylalkohol leicht lés- 
lich, in Athylalkohol (96°,) und Benzol unléslich. Das Produkt schmilzt in 
der Kapillare unscharf zwischen 90 bis 110°C. 


2. Das Produkt des 20° igen Gewichisverlustes, das dem Karamelen 
von Pictet entspricht, sah nach der Destillation meistens wie ein erstarrter, 
brauner Schaum aus. Zerrieben bildet es ein unhygroskopisches, bitteres, 
braunlich bis dunkeibraun gefarbtes Pulver. In Wasser und in Methylalkohol 
ist es nur teilweise léslich, in Athylalkohol, Benzol und Ather unléslich. Die 
wisserige Lésung hatte eine stark braun-rétliche Farbung. Es schmilzt 
unscharf zwischen 120 bis 140°C, 

3. Das Produkt eines 25°,igen Gewichtsverlustes entspricht dem 
Karamelin nach Gélis. Es sieht im Kolben dem vorigen Produkt ahnlich. 
Nach Zerreiben entsteht ein braunes, nicht hygroskopisches, schwach bitter 


18 * 
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schmeckendes Pulver, das in der Léslichkeit dem Karamelen nachsteht. § 
schmilzt wie die vorigen Produkte nur unvollstandig, zwischen 180 und 
220°C. 


Kinige Einzelheiten der Untersuchung dieser Praparate wurden 
von uns an anderer Stelle mitgeteilt!, einige Werte der Tabelle sind 


der genannten Mitteilung entnommen. 


Tabelle I. 





Methylalkohol- 
unléslicher 
Anteil 


Op oc Oo 0), 0/, 


Kolloid- 
gehalt 


Das Produkt nach Schmelz- Asche-  Wasserunlis- 
Gewichtsverlust yon grenzen gehalt licher Anteil 


10 90 bis 120 0,08 0 1,4 2,17 bis 2,20 
20 120 , 140 0,12 0,6 bis 1,2 55,9 21,48 ,, 22.40 
25 180 , 220' 0,18 10,25 , 11,40 68,0 21,0 ,, 23,3 


Aus der Tabelle I ist leicht ersichtlich, daB8 die bei héherem Vakuum 
gewonnenen Produkte (2 bis 7mm Hg anstatt 10 bis 15mm Hg) keine 
chemisch reinen Verbindungen darstellen. Dies ergibt sich aus ihrem un- 
scharfen Schmelzen, aus dem Gehalt an Asche und kolloidalen Bestandteilen, 
deren Eigenschaften wir in der genannten Mitteilung beschrieben haben. 
Dies wird leicht verstindlich, wenn man den Verlauf des ersten Stadiums 
der Anhydrisierung der ein wenig tiber ihren Schmelzpunkt erwarmten 
Saccharose beachtet. Nach J. Kerb und £. Kerb-Etzdorf?, A. Pictet und 
N. Andrianoff (1. ¢.), sowie A. Pictet und R. Stricker (1. ce.) findet hier zuerst 
eine Zersetzung der Saccharose in Glucose und Laévulosan statt. Es wird 
weiter die Glucose zum Glucosan anhydrisiert und dann kénnen sich in einer 
aquimolaren Mischung von Glucosan und Liavulosan weitere Prozesse ab 
spielen. Da die Neigung der Zuckeranhydride zu Kondensationen und Poly 
merisationen allgemein bekannt ist, so ist es gleichfalls leicht, die Mannig 
faltigkeit der gewonnenen Produkte und die Méglichkeit, fast Sicherheit, 
vorauszusehen, daB dieselben nicht als chemisch reine Substanzen, sondern 
als Mischungen auftreten werden. In Gegenwart grélerer Mengen von 
Sauerstoff wiirde der Reaktionsverlauf noch viel mehr kompliziert werden. 

Die Untersuchung der auf diese Weise gewonnenen Produkte wird 
von uns weiter fortgefiihrt. Als wesentlicher fiir die Aufklarung des 
Karamelisationsprozesses hat sich aber die Untersuchung der ge- 
bildeten fliichtigen Produkte erwiesen. 


‘ 


Bei der Fabrikation von Zuckereouleur (200°C ohne Vakuum) werden 
in den Dimpfen fliichtige, kohlenstoffhaltige Produkte beobachtet. In den 
Laboratoriumsuntersuchungen wurde beim Erhitzen von Zucker bis 200° C 
unter normalem Druck von N. Fradiss* die Anwesenheit von CO, und 
Ameisensiure, von Trillat* die Anwesenheit von Formaldehyd und von 
M. Cunningham und C. Dorée (1. ¢.) die Anwesenheit von CO,, Furfurol und 
Daimpfen mit saurem Geruch beobachtet. 


! Kolloidchem. Beih. 42, 367, 1935. — * Diese Zeitschr. 144, 60, 1924. 
— ' Bull. de Assoc. d. chim. 16, 280, 1898/1899. — ‘4 Zeitschr. Ver. 
Deutsch. Riibenzuckerind. 56, 95, 1906. 
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Den Mechanismus der Saccharosekaramelisation im Vakuum bis zu 
20 %igem Gewichtsverlust stellt sich dagegen Pictet (l.c.) als eine An- 
hydrisierung vor; er gibt fiir die Bildung von Isosaccharosan, Karamelan und 
Karamelen folgende Gleichungen an: 

C,,H»O,, H,O = Cy, Hy O09 (Lsosaccharosan), 
2 C,.H,.0,,; — 4 H,O Co,H3,0,, (Karamelan), 
3 Cy, Hy» O17 8 H,O = Cy,H;,0., (Karamelen). 

Unsere Beobachtungen zeigen aber, daB hier keine einfache An- 
hydrisierung stattfindet. Das Kondensat namlich, das sich wahrend der 
Destillationen an den Wanden der Vorlage immer ansammelte, war 
sicher kein reines Wasser, sondern eine Fliissigkeit mit ausgesprochen 
gelber Farbung und charakteristischem Geruch. 

Als Ergebnis vieler Destillationen, bei denen die Vorlage nicht ge- 
wechselt wurde, erhielten wir ein Destillat von etwa 15 g einer élartigen, 
dunkelgelben bis braunen Fliissigkeit von charakteristischem an 
Benzaldehyd erinnernden Geruch, welche die Haut auffallend farbte 
und 72,4°% Trockensubstanz (mit Sand vermischt und bei 90 bis 
100°C) getrocknet) enthielt. Dieses in Wasser mit gelblichgriimer 
Opaleszenz lésliche Produkt gab mit «-Naphthol und Schwefelsaure 
eine sehr starke Molisch-Reaktion, sowie die Reaktion nach Fiche mit 
Resorzin im konz. HCl und mit Aceton nach Versetzen mit HCl. Mit 
Phenylhydrazinhydrochlorid und Natriumacetat wird in der wasserigen 
Lésung ein orangefarbener Niederschlag ausgefallt. Deshalb haben wir 
dieses Destillat ausfiihrlicher untersucht (Versuche von R. Rzeszos). 

Um die Destillation quantitativ ausfiihren zu kénnen, wurde eine 
Vakuumapparatur zusammengestellt, in der der erwiarmte Kolben mit einem 
EntengefaB mit spiraligem Luftkiihler und nachher mit zwei U-Réhrchen 
in Verbindung stand. Das erste U-Réhrchen war mit CaCl,, das zweite mit 
gekérntem Natronkalk gefiillt. Die ganze Vorlage wurde mit Eis gekiihlt. 

In der nachstehenden Tabelle IT werden die in zehn ausgefiihrten 
Destillationen gewonnenen Ergebnisse im Durchschnitt angegeben. 
Die Destillationen wurden ebenso wie die zur Gewinnung von Karamelan 
(10%, Gewichtsverlust) ausgefiihrt (s. 0.). 


Tabelle LI. 





Durch- Es wurden aufgefangen 

schnitt- —— ay Gy oo — 

licher im EntengefaB 
Ge- te aah “ 

wichts- Gewichts- Gewichts- Gewichts- 

verlust verlust g verlust verlust 
g 9 Fo 9}, 


Ca Clo- Natronkalk-  - Zusammen Differenz 
Rébrehen réhrehen 


4,845 4,372 90,24 0,471 9,72 0 0 4.843 99.96 0.002 —0,04 


Die Tabelle zeigt, daB die fliichtigen Substanzen praktisch quantitativ 
aufgefangen wurden. Die Hauptmenge des Destillats (90,2°,) wurde im 
EntengefaiB kondensiert, teilweise wird das Kondensat im CaCl,-Roéhrchen 
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aufgefangen; das Natronkalkréhrchen weist keine Cewichtsvergr6Beruny 
auf, CO,-Entwicklung findet also in diesem Karamelisationsstadium nicht 
statt. 

Es wurden auch weitere Karamelisationsstadien mit der genannten 
Apparatur untersucht. Je 10g Zucker wurden im 500 cem-Kolben_ bei 
187 bis 189°C und 2 bis 3mm Hg Druck bis zum Gewichtsverlust 20,6 bzw 
24,7°, erhitzt (Tabelle III). Man sieht hier, daB die Menge des Kondensates 
im EntengefaB kleiner und die *m CaCl, absorbierte viel gréBer wurde. Dies 
wurde wahrscheinlich durch die viel langere Erhitzungsdauer (nebenbei auc! 
durch sehwachere Kiihlung) verursacht. 


Tabelle III. 





Es wurden aufgefangen 
ed Gewichts- f ; CaClo- Zusammen Differenz 
Er verlust Entengefab acl 
der — 
Saccharose Gewichts- Gewichts- 
verlust verlust 
Std. g 90 "6 


Roéhrehen 


hitzungs- 
dauer 


5 2,06 36 Ri 6 82,0 2,05 995 50,01 —0,49 
18 2,47 05 “ i 69,4 2,265 91,7 |,0,205 — 83 


In letzteren Experimenten, und zwar besonders bei 18 Stunden E1 
hitzungszeit, wird die Differenz zwischen der wirklich gewogenen Menge des 
aufgefangenen Destillats und dem Gewichtsverlust der Saccharose be 
deutender, sie erreicht namlich 8,38°,. Es mu noch weiter untersucht 
werden, ob hier nur ein Verlust von fliissigem Destillat oder vielleicht auch 
eine Gasentwicklung stattfindet. 

GréBere bei der Anhydrisierung zum Karamelan gewonnen 
Mengen des Destillats wurden einer weiteren Untersuchung unterworfen 
Das Destillat enthielt 78,9 bis 81,2°, Wasser (iiber P,O, im Vakuum 
getrocknet). Die getrocknete Substanz bildet ei dunkelbraunes, 
schmieriges Produkt. Mit dem Destillat wurden zuerst folgende quali- 
tative Reaktionen durchgefiihrt: 

1. Nach Schiff — mit Anilinlésung in Essigsaure eine gelbe, ins Orange 
iibergehende Farbung. 

2. Nach Votocek mit salzsaurer Phloroglucinlésung gelbe, ins Dunkel! 
weichselrote tibergehende Farbung; dabei wird ein brauner Niederschlag 
ausgefallt. 

3. Mit 4-Nitrophenylhydrazin in essigsaurer Lésung  dunkelrote 
Kristalle vom Schmelzpunkt 186°C. 

4. Nach Erdmann Thymollésung in Alkohol und H,SO, dunkel 
violette Farbung. 

5. Nach Molisch — mit x-Naphthol und H,8O, dunkelviolette Farbung 

6. Nach Fiehe mit Resorzin in konz. HCl ein dunkelroter, mit diese: 
Farbe in Amylalkohol und Athylacetat léslicher Niederschlag. 

7. Nach Rosenthaler mit Aceton und HCI nach einiger Zeit eine rot: 
Farbung. 
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8. Mit 2-4-Dinitrophenylhydrazin in salzsaurer Lésung ein roter Nieder- 
schlag, der mit gelber Farbung in Alkohol léslich ist, wobei die Gelbfarbung 
unter Laugenzusatz in eine rote tibergeht. 

Durch obige Reaktionen wird die Anwesenheit gréBerer Mengen von 
Furfurolabkémmlingen im Destillat erwiesen. Beim  ausfiihrlichen 
Studium der Furfurolreaktionen sehen wir, daB die unter 1 und 2 an- 
gegebenen das Fehlen von Furfurol selbst zu beweisen scheinen. Dies 
wird besonders durch die Reaktion 1 begriindet: Furfurol gibt namlich 
mit Anilinacetat eine Rotfarbung: das von uns notierte Ergebnis ent- 
spricht vielmehr dem Methyl- und q@-Oxymethylfurfurol. Aus den 
teaktionen 3 und 4 folgt die Anwesenheit von Oxymethylfurfurol, und 
zwar besonders aus der Reaktion 3, da der Schmelzpunkt des gewonnenen 
Hydrazons nach der Umkristallisierung aus Athanol fast ganz genau dem 
Schmelzpunkt der m-Oxymethylfurfurolverbindung entspricht. 

Weitere fiir Furfurolderivate charakteristische Proben bestatigen, 
daB die Trockensubstanz des Destillats ihrer Hauptmenge nach aus 
Verbindungen der Furfurolgruppe besteht. 

Zur quantitativen Bestimmung benutzten wir die Phloroglucid- 
methoden nach Aroéber-Tollens und BE. Troje!, sowie die von E. Simon* 
heschriebene Methode, die auf dem Ausfallen des entsprechenden 
Furfurolhydrazons mittels 2-4-Dinitrophenylhydrazin in salzsaurer 
Lésung beruht. Die Ergebnisse sind in der Tabelle IV angegeben 


Tabelle IV. 





- Methode nach Methode nach Methode nach Simon. 

Trocken-  K’réher-Trollens. E. Troje 

a Auf Furfurol Auf Oxymethyl- Auf Methylfurfurol Auf -Oxymethyl- 
geda berechnet — furfurol berechnet berechnet furfurol berechnet 


Destil- 
lation 


Nr. 


21,1 15.9 bi,1 20.67 22.44 
18,8 14,7 16,1 19,18 20,82 


Bei Anwendung der Aréber-Tollens-Methode miiBten wir das Ergebnis 
als Furfurol angeben, obwohl die Farbreaktionen die Anwesenheit des 
w-Oxymethylfurfurols und das Fehlen des Furfurols angezeigt haben, da in 
der Literatur sich nur Tabellen zur Furfurolbestimmung vorfinden ; dagegen 
haben w.r den Gehalt des Destillates an Oxymethylfurfurol aus der von 
E. Troje tir seine Fallungsmethode angegebene Phlorogluc:d-Oxymethyl- 
furfurolkurve berechnet. 

Bei der Bestimmung als Dinitrophenylhydrazon stiitzen wir uns auf die 
Arbeit von L. Barta*; es wird dort namlich festgestellt, daB die von Simon 
zur Bestimmung des Furfurols und des Methylfurfurols angewandte Methode 
auch zur quantitativen Bestimmung des Oxyderivates geeignet ist, und 
zwar wegen der Unloéslichkeit des entstehenden Produktes unter den Be- 
dingungen der Simon-Methode. 


1 Zeitschr. Ver. Deutsch. Riibenzuckerind. 75, 635, 1925. Diese 
Zeitschr. 247, 171, 1932. 3 Ebenda 274, 212, 1934. 
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Zusammenfassung. 

1. Beim Erhitzen von Saccharose im Vakuum entweichen bis zu 
10°, Gewichtsverlust ausschlieBlich fliissige Substanzen; Gasbildung 
findet nicht statt. 

2. Das Destillat enthalt auBer reinem Wasser etwa 20°% Trocken 

substanz, welche fast ganzlich aus Furfurolverbindungen besteht. 

3. Auf Grund der Farbreaktionen und quantitativer Bestimmungen 
laBt sich vermuten, daB die Trockensubstanz des Destillats haupt- 
sichlich aus m-Oxymethylfurfurol besteht. Es ist auch die Anwesenheit 
einer geringen Menge von Methylfurfurol méglich; weniger wahrschein- 
lich scheint die Anwesenheit von Furfurol zu sein. 

Daraus lat sich schlieBen, daB die — wenn auch bei kleinem 
Drucke — durchgefiihrte Karamelisation nicht als gewohnliche Anhydri- 
sierung, wie z. B. Pictet und Andrianoff annehmen, angesehen werden 

j kann. Es finden hier auch Reaktionen an Kohlenstoffbindungen statt 
was zweifellos den Gang dieser Reaktionen sowie auch die Zusammen- 
setzung des gewonnenen Karamels noch mehr kompliziert. 
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Kohlenoxyd-Ferroglutathion. 
Von 
Fritz Kubowitz. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 8. Oktober 1935.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


W. Cremer! fand, daB Ferrocystein mit Kohlenoxyd nach der 
Gleichung 
Fe +2CO — Fe(CO), 
reagiert, wo Fe komplex gebundenes Eisen bedeutet. Die Kohlen- 
oxydverbindung ist gelb und wird durch Licht des sichtbaren Spektral- 


gebiets in Ferrocystein und 
mm? 








Kohlenoxyd gespalten. 550; 1 
f ° | ee S| 
H. Hartmann? ersetzte in Pen SURO SR cers aan Mera ste SSE 
der Cremerschen Versuchs- 
anordnung das _ Cystein | | 
P ‘ | x — 4 _— | 
durch Glutathion und fand a” i 
. r . / | 
keine Kohlenoxydauf- t | j 
: | | 
nahme. § 100{-f - { 
a? 
Ich habe gefunden,  § \/ 
, = 
daB es von der Glutathion- & / - 
Ro 2.9. 9.5 6 7 © orn cet 
, mntrats anha j _¢ Fan? (210 b 
konzentration abhangt, ob Gutathionkonzentration 
man bei Zusatz von Eisen Abv 1. Einfluf der Glutathionkonzentra- 
eine Kohlenoxvdaufnahme tion auf die Kohlenoxydaufnahme durch 
- p Ferroglutathion. Versuchstemperatur : 
findet oder nicht. Denn + 1490, Versuchsmilieu: molar Borat- 


puffer py 8,3. 8.10°6 Mole Ferrosulfat 
h “it ‘ ; in 4cem (pro GefaiB). Die aufgetragenen 
dissoziierende Verbindung. Werte sind Endwerte (nach 3000 Minuten). 
Kohlenoxyddruek 1 Atm. Fiir 2 Molekiile 
Kohlenoxyd pro Atom Eisen berechnet 
groBen Konzentrationen man den Endwert 358 emm Kohlenoxyd 


Ferroglutathion ist eine 
Erst bei verhaltnismaBig 


an Glutathion ist das 
Ferrosalz, das man einer Glutathionlésung zusetzt, mit Glutathion 
verbunden. Ist die Ferrosalzkonzentration konstant und 1aBt man 
die Glutathionkonzentration steigen, so steigt das Bindungsvermégen 
fiir Kohlenoxyd, bis schlieBlich, wenn das Eisen mit Glutathion 
.gesattigt’ ist, pro Atom Eisen zwei Molekiile Kohlenoxyd gebunden 
werden (Abb. 1). 

Bezeichnen wir mit Fe das an Glutathion gebundene Eisen, so 
reagieren Kohlenoxyd und Eisen nach der Gleichung 

Fe+2CO — Fe(CO)s. 


> Ebenda 2238, 489, 1930. 





1929. 





! Diese Zeitschr. 206, 228, 
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Ist die Glutathionkonzentration so groB, dab ailes Eisen mit 
Glutathion verbunden ist, und sattigt man mit Kohlenoxyd von ver 
schiedenen Partialdrucken p, so ist das Gleichgewicht : 


wo K die Dissoziationskonstante der Kohlenoxydverbindung ist und » 
der Bruchteil des im Gleichgewicht mit Kohlenoxyd verbundenen 
Kisens. 

Kohlenoxyd-Ferroglutathion ist orange und wird durch Licht des 
sichtbaren Spektralgebiets in Ferroglutathion und Kohlenoxyd ge- 
spalten. 

Oxydiert man eine SH-Verbindung katalytisch durch Eisen und Sauer 
stoff, so ist die Oxydationsgeschwindigkeit maximal, wenn das gesamte 
Kisen mit SH verbunden ist. 

Ist die SH-Verbindung Glutathion, so muB weil Ferroglutathion eine 
sehr lockere Verbindung ist die Konzentration des Glutathions groB und 
jedentalls viel gréBer sein, als wenn die SH-Verbindung Cystein ist. Bei den 
bisher beschriebenen Versuchen tiber die katalytisehe Oxydation von SH- 
Verbindungen ist die Konzentrationsbedingung nicht beriicksichtigt worden. 
N.U. Meldrum und M. Dixon! finden bei Zusatz von Ferrosalz zu Glutathion- 
l6sungen keine katalytische Oxydation, weil bei ihren Versuchen die Konzen- 
tration des Glutathions zu klein war. 


Gleichgewicht zwischen Kohlenoxyd und Ferroglutathion. 


100mg Glutathion (= 3,26.10°4 Mole) wurden in 0,32 cem 
1 Natronlauge gelést und mit molar Boratpuffer auf 4 ccm gebracht. 


pu war dann 8,3. Diese Lésung wurde in den Hauptraum eines kegel- 
formigen Manomet: rgefaBes eingefiillt. Die Birne enthielt 0,1 cem m 25 
Kerrosulfatlésung (== 4.10~® Mole Eisen), der Einsatz enthielt gelben 
Phosphor, der Gasraum Mischungen von Kohlenoxvd und Argon oder 
reines Kohlenoxyd. Die Temperatur des Thermostaten war — 14°C. 


Der Versuchsraum war dunkel. 

Nachdem Temperaturausgleich eingetreten war, wurde das Eisen 
aus der Birne in den Hauptraum heriibergespiilt. Dann begann die 
Absorption des Kohlenoxyds. Nach 1500 bis 2000 Minuten war die 
Absorption beendet. 

Tabelle | enthalt das Ergebnis eines Versuchs. » der Vabelle ist der 
Nattigungsgrad des Eisens zur Zeit é. 

emm CO, zur Zeit ¢ absorbiert 
179emm CO 
wo 179emm CO die CO-Menge ist, die absorbiert worden sein mute, 
wenn | Atom Fe zwei Molekiile CO binden wiirde. 


! Biochem. J. 24, 472, 1930. 
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Tabelle I. 





Poo = 9 Poco = %A Poo = 19 
{ Atmosphiren Atmosphiren | | Atmosphiren 


emm CO n emm CO n emm CO 


t 
Minaten} 


35 7,5 0,04 19,5 0,11 63 0,35 
90) 95 0.05 0.19 104.5 0.58 
159 14.5 0.08 7.5 0,265 130.5 0,725 
380 28 015 0,45 159 0,88 
510 31 0.17 42 0,51 159.5 O.885 
1295 4! (),22 105 0,585 160.5 0,89 
1440 5 0,25 110 0.61 162 0,99 
1725 5 0.25 110 0.61 161.5 0.90 
2805 5. 111.5 0.62 161.5 0.90 


Anmerkung. Aus den Zahlen der Tabelle | kann man die Geschwindig- 
keitskonstanten /, und k, der Bildung und des Zerfalls der Kohlenoxyd-Eisen- 


. : . l 
verbindung berechnen. /, ist von der GréBenordnung 10-* mY 
| Min. (Atm.)° 


€ ; : 
k, von der GréBenordnung 107% - Beide k-Werte werden kleiner, 
Min. 
wenn ” wiichst. Wahrscheinlich verlauft die Reaktion des Eisens mit dem 
Kohlenoxyd stufenweise. 
Absorptionsspektrum des Kohlenoxyd-Ferroglutathions. 


Kine Lésung von Ferroglutathion wurde unter den Bedingungen des 
Versuchs der Tabelle I mit Kohlenoxyd vom Druck eimer Atmosphare 
gesittigt und unter Vermeidung von Luftzutritt .m Dunkeln in cine 
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luftdicht verschlieBbare Absorptionskiivette eingefidlt. Dann wurde das 
Absorptionsspektrum lichtelektrisch gemessen. 

In Abb. 3 ist das Absorptionsspektrum von Kohlenoxydferro- 
glutathion graphisch dargestellt. 


et Lichtempfindlichkeit 
beat des Kohlenoxyd-Ferroglutathions. 
20e" 
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Thermostaten war + 21°C, 
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Nachdem Temperaturausgleich eingetreten war, wurde das Eisen 
aus der Birne in den Hauptraum heriibergespiilt. Dann wurde die 
Kohlenoxydaufnahme im Dunkeln gemessen und nach 325 Minuten 
(ehe der Endwert der Kohlenoxydaufnahme erreicht war) mit einer 
Metallfadenlampe belichtet. Bei der Belichtung wurde der gréBte Teil 
des im Dunkeln aufgenommenen Kohlenoxyds abgespalten (Abb. 4). 
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Abb. 4. Photochemische Spaltung von Kohlenoxyd- k Ses aa 
ferroglutathion. onzentration, —ver- 

schiedene Verbindun- 

gen, die sich durch ihre Bildungsgeschwindigkeit, durch das Ver- 
haltnis Mole CO/Mol Fe, die Farbe und die Lichtempfindlichkeit 
unterscheiden. Z. B. nimmt Ferrothioglykolsaure bei py 8,3 pro Atom 
Kisen ein Molekiil Kohlenoxyd auf (Abb. 5), bei px 10,3 und gréBerer 
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Konzentration an Thioglykolsdure aber zwei Molekiile Kohlenoxvd pro 
Atom Eisen (Abb. 6). Die Verbindung mit einem Molekiil Kohlenoxvd 
ist rot, die Verbindung mit zwei Molekiilen Kohlenoxvd ist rotorange. 


Abb. 5. Kohlenoxydaufnahme 
von Ferrothioglykolysiure bei 
Pu 8.3. Pro GefiB 6,75.10-! 
Mole neutralisierte Thioglykoly- 
sdure in 4 ccm molar Boratpuffer 
Pu 8,3. Aus der Birne wurde 
zur Zeit t= 0 Minuten 2.10 

Mole Ferrosulfat eingekippt. Im 
Einsatz war gelber Phosphor, 
Versuchstemperatur: + 125°C. 
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Abb. 6. Kohlenoxydaufnahme 
von Ferrothioglykolsiure bei 
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Abb. 7. Kohlenoxydaufnahme von Ferrothiomilchs&ure bei PH 8,3 bzw. py 10.3. 
Pro Gefiii: 5,75.10-5 Mole neutralisierte Thiomilchsdure in 4ccm mol. Boratpufferlisung. 
Aus der Birne wurde zur Zeit t= 0 Minuten: 2.10-5 Mole Ferrosulfat eingekippt. Im Ein- 


satz war gelber Phosphor; im Gasraum 1 Atmosphire Kohlenoxyd. 


Versuchstemperatur: 


+ 18°C. Die Verbindung bei Pu 8,3 ist rot gefirbt, die bei pq 10,3 orange. 











Zur Frage des Phosphatidstoffwechsels 
und seiner Beeinflussung durch Thyreoidin. 


Von 
Lydia Pasternak und Irvine H. Page. 
(Aus der chemischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt fii 
Psychiatrie, Kaiser Wilhelm-Institut Miinchen.) 


(Eingegangen am 6. Oktober 1935.) 


In unserer letzten Arbeit tiber die Wirkung des Thyroxins und 
Thyreoidins auf den Lipoid- und Fettstoffwechsel (1) haben wir fest- 
stellen kénnen, daB bei Ratten und Kaninchen nach Verabreichung 
von Thyroxin und Thyreoidin eine ErhGhung des Phosphatidgehalts der 
Muskeln stattfindet. Wir haben die Frage aufgeworfen, ob dies durch eine 
tatsachtiche Vermehrung der Muskelphosphatide (durch Neubildung 
oder Zuwanderuny aus anderen Geweben) oder aber durch eine Stérung 
des Phosphatidabbaues zu erklaren ist, der dem infolge erhéhten Stoff- 
wechsels eintretenden allgemeimen Schwund der Gewebe nicht mehr 
Schritt halten kann. 

In einer friiheren Arbeit (2) zeigten wir (im Gegensatz zu einigen 
anderen Forschern, die eme Speicherung von exogen  zugefiihrten 
Phosphetiden im Gehirn der Versuchstiere fanden), da intravends 
injizierte Phosphatide von der Leber abgefangen, nach kurzer Zeit aber 
anscheinend vollkommen verarbeitet werden, und da’ Phosphathid- 
ablagerungen auch bei chronischer Behandlung in keinem der unter- 
suchten Orgene festgestellt werden kénnen (untersucht wurden Leber, 
Herz, Gehiimmn, Muskel und Blut, bzw. Plasma). Es konnte immerhin 
noch der Einwand erhoben werden, daB wir nicht alle Organe untersucht 
hatten, und also nicht mit Sicherheit eine Speicherung der Phosphatide 
im Organismus ablehnen diirften ; ganz sicher kénnte man erst sein, wenn 
man eine Analyse aller Organe bzw. des gesamten Versuchstieres durch- 
fiihrte; das haben wir in der vorliegenden Arbeit denn auch getan. Da 
zur Verarbeitung in toto médglichst kleine Tiere am geeignetsten sind, 
wahlten wir fiir den Versuch weibe Mause. Wie wir weiter zeigen werden, 
haben diese Versuche das Ergebnis unserer ersten Arbeit bestatigt : dem 
Kérper zugefiihrte Phosphatide werden nicht aufgespeichert, sondern 
restlos verarbeitet; auch wenn man normale und phosphatidbehandelte 
Tiere im ganzen untersucht, findet man bei den letzteren keine nacli- 
haltende Phosphatiderhéhung. 

Nachdem dieses Ergebnis sicherstand, konnten wir uns der Be- 
arbeitung der Frage zuwenden, ob der Phosphatidzuwachs in der 
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Muskulatur mit Schilddriisensubstanzen behandelter Tiere auf einer 
Schadigung des Phosphatidabbauvermégens beruht, oder nicht. 

Zu diesem Zweck sollten weibe Mause chronisch mit Thyreoidin 
gefiittert und gleichzeitig mit Phosphatidemulsionen gespritzt werden ; 
im Falle emer Schidigung des Phosphatidabbauvermégens hofften wir, 
bei den mit Thyreoidin und Phosphatiden behandelten Tieren eine 
Anhaufung der Phosphatide im Kérper zu finden. 

Es wurde weiterhin geplant zu priifen, ob bei gemasteten, abnorm 
fetten Tieren Thyreoidinbehandlung emen gréBeren Phosphatidzuwachs 
in den Muskeln verursacht als bei normal entwickelten ob also Zu- 
sammenhange zwischen Fettabbau und Phosphatiderhéhung im Muskel 
bestehen, und welcher Art sie gegebenenfalls sind; auch wollten wir 
Autolyseversuche mit Geweben gesunder und hyperthyreotischer Tiere 
bzw. mit gesunden Gewebea mit oder ohne Thyreoidinzusatz, eventuell 
auch unter Hinzufiigen von Phosphatiden, durchfiihren, um den‘Abbau 
der letzteren und dessen Abhangigkeit von der Schilddriisenwirkung 
kennenzulernen. 

Leider konnte nur ein kleiner Teil der geplanten Arbeiten ausgefiihrt 
werden, da wir durch auBere Umstande gezwungen waren, die meisten 
Untersuchungen friihzeitig abzubrechen; die obenerwahnten Versuche mit 
Phosphatid- und Thyreoidinbehandlung weiBer Mause sind die einzigen, die 
noch einigermaBen abgeschlossen werden konnten. 


Versuche mit Phosphatidbehandlung. 

In Ergainzung unserer Arbeit iiber das Schicksal intravenés inji- 
zierter Phosphatide (2). in der wir zeigen konnten, daB letztere in Gehirn, 
Leber, Herz und Muskel von Kaninchen nicht gespeichert werden, 
haben wir nun weibe Mause ebenfalls chronisch mit Phosphatidemulsionen 
behandelt, und zum Schlub die Tiere im ganzen analysiert, um entweder 
eine eventuell doch irgendwo im Organismus stattfindende Speicherung 


der Phosphatide festzustellen, oder aber zu beweisen, daB eme solche 


nirgends vorhanden ist. 


Die Tiere wurden gemeinsam in geriumigen Glasaquarien mit Draht 
netzdeckeln, auf Sagemehl, in einem warmen Raum gehalten; als Futter 
bekamen sie in Milch aufgeweichte Semmeln, Hanf und Hafer. Da _ es 
sehwer durchfiihrbar ist, Maéusen chronisch durch langere Zeit hindurch 
Phosphatidemulsionen intravenés zu spritzen, zogen wir es vor, die Phos- 
phatide intraperitoneal zu geben. Zur Anwendung kamen wasserige 10 °oige 
Emulsionen eines hauptsaéchlich Kephalin  enthaltenden Phosphatid- 
gemisches, das aus Menschengehirn nach Page und Bilow (3) gewonnen 
wurde. Die Emulsionen wurden jedesmal frisch aus den unter Alkohol im 
Eisschrank aufbewahrten Phosphatiden durch einfaches Schiitteln mit 
Wasser bereitet und vor der Benutzung durch Gaze filtriert. Die Mause 
bekamen Injektionen von 0,2 bis 0,6cem zwei- bis dreimal wéchentlich; am 
SchluB der Behandlung wurden die Tiere durch Nackenschlag getétet und 
quantitativ, unter Benutzung kleiner, fettfreier Filtrierpapierfetzen, als 
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Nachschiebematerial, durch eine kleine Fleischhackmaschine in ein Schalchen 
getrieben!; die Maschine wurde sodann auseinandergenommen, die eventuel| 
darin haften gebliebenen Reste und Blutspuren mit feuchtem Filtrier 
papier abgewischt und zusammen mit dem gut durchmengten Brei aus dem 
Schalehen in eine Soxhlet-Hiilse gebracht; das Schalehen wurde ebenfalls 
mit angefeuchtetem Filtrierpapier abgewischt. Das Ganze wurde danacl) 
6 Stunden mit Alkohol und 6 Stunden mit Ather im Sowhlet-Apparat 
extrahiert und die Extrakte zusammengegossen ; dabei flockten die L6sungen 
manchmal aus; wir filtrierten sie jedoch nicht, sondern versuchten den 
Niederschlag durch kleinen Wasserzusatz in Lésung zu bringen, so dal} 
homogene Emulsionen erhalten werden konnten, die eine Zeitlang stabil 
blieben; von diesen auf ein bestimmtes Volumen gebrachten Emulsionen 
verdiinnten wir einen aliquoten, genau abgemessenen Teil mit Alkohol, und 
zwar so, daB die Gesamtmenge des verdiinnten Extraktes das 125fache 
des Mausegewichts betragen wiirde. Das ist dann etwa die Konzentration, 
mit der wir es auch sonst bei Fettbestimmungen nach Bloor zu tun haben. 
Von diesem Extrakt nahmen wir je 10 cem fiir die Fett- und Cholesterin- 
bestimmungen, und je 20cem fiir die Bestimmung der Phosphatide. Die 
Bestimmung der Lipoide wurde nach Bloor (4) vorgenommen. 

In der Tabelle I sind die Werte fiir phosphatidbehandelte Maéuse und 
Kontrollwerte der Normaltiere angegeben; zu Anfang der Phosphatid- 
behandlung der zweiten Mauseserie gaben wir 50 ccm einer wasserigen, 
10° igen Phosphatidemulsion in ein steriles Flaschchen aus braunem Glas 
und lieBen es zwei Monate lang bei Zimmertemperatur stehen, um zu sehen, 
ob sich dabei die Phosphatide vielleicht von selbst soweit verandern, da sie 
der Bestimmung entgehen kénnten. Dann téteten wir eine ziemlich magere, 
fettarme Normalmaus, von der wir annehmen konnten, da sie keinen tiber- 
normalen Gehalt an Eigenphosphatiden besitzen wiirde, und verarbeiteten 
sie in der iiblichen Weise, jedoch unter Hinzufiigen von 8 cem der oben- 
erwaihnten, zwei Monate alten Phosphatidemulsion; das Ganze wurde dann, 
wie gewohnlich, extrahiert; die iibliche Verdiinnung des Extraktgemisches 
reichte jedoch bei diesem Versuch nicht aus — wir muBten es noch auf das 
Fiinffache mit Ather verdiinnen, um die Phosphatide in Lésung zu bringen 
und um die fiir die Bestimmung notwendige Konzentration zu erhalten, 
Das Ergebnis der Analyse ist ebenfalls in die Tabelle I eingetragen. 

(Hier wie iiberall sind die Analysenwerte in mg pro 100 g NaBgewebe 
angegeben.) 

Vergleichen wir die Analysenwerte der normalen und phosphatid- 
behandelten Mause, so sehen wir bei den letzteren keine Erhéhung ihres 
Phosphatidgehaltes, im Gegenteil — er ist eher unternormal, was wahr- 
scheinlich durch zu starken Abbau als Uberkompensation fiir die groBe 
Zufuhr zu erklairen ist. Normalerweise machen die Phosphatide, wie wir 
sehen, etwa 1% des Mausegewichtes aus; wir verwendeten Mause von 
15 bis 20 g, die also etwa 0,15 bis 0,20 g Eigenphosphatide enthalten 
muBten; injiziert wurden im Laufe der ganzen Behandlung 4,0 bis 


1 Wir benutzten zu diesem Zweck die sogenannte ,,Kaumaschine 
Wedroh* (,,Masticator‘t) D. R. G. M.; sie hat sich fiir quantitative Versuche 
sehr gut bewahrt, da sie eine geniigend homogene Masse liefert, und da in 
ihr nichts von dem zu zerkleinernden Material verlorengeht. 
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Tabelle I. 





" Gesamt- Die nach 
| pps | Anzah} | menge d.letzten 
| Anfang |,, s i | der inji-| Injek- 
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| i | Phos- | flossene 


. Pe ; 
ton Wochen | "nen phatide | Zeit in 
ir. || F ° in g Tagen 


Dauer 
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Bemer- 
kungen 


Versuch 
Gesamtfett 

Fettséuren 
Cholesterin 
Phosphatide 


vA 


Phosphatidbehandelte Miuse. 
0,40 3 2758 2442 316) 1025) Gestorben, 
sehr mager. 
0,61 : 2760 2452 308 923) Dasselbe. 
1,01 | 7 807 260) 925 
0,97 i | 6525) 6245 280, 818) 
0,94 8 162 308 1054, 
5 960 346) 1069 | 


10 | | 7010 287) 1031 


10 7493 7 126 367) 1061) 


0,30 | 2 | 4305 4066 239 1062) 


Mittelwerte: | 59981 5697301 996 


Normale Mause. 


7822 7544278 945 
9961 9655 306 1038 
16 616 16 326 290 1072| 
91.690 '21 410 2801108! 
6852 6477 375 900| 


5 644) 5 269 375. 1007 
Mittelwerte: 11 431.11 114317) 1012 


Kontrolimaus mit Phosphatidzusatz. 
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16 145 


14 9283 8971 312 5096 
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10,1 com 10°%,iger Phosphatidemulsion, also 0,4 bis 1,0 g Phosphatide! 
die Kontrollmaus Nr. 16, zu der wir 8,0 cem Emulsion, also 0,8 g Phos 
phatide! zugesetzt hatten, zeigt den Phosphatidwert 5096, also um 
500°, mehr als eine Normalmaus. Daraus folgt: 

1. Die Phosphatidemulsion zersetzt sich mit der Zeit nicht von 
selbst, sondern sie bleibt auch nach zwei Monate langem Aufbewahren 
konstant, wenigstens insofern, als die Phosphatide darin durch Fallung 
und Oxydation bestimmbar bleiben. 

2. Wdren die den Versuchsmausen intraperitoneal injizierten 
Phosphatide vom Kérper nicht verarbeitet worden, so mipten wir bei ihnen 
Erhohung im Phosphatidgehalt von 300 bis 600% finden. 


3. Da bei den behandelten Méusen iiberhaupt keine Erhéhung des 
Phosphatidgehaltes, eher sogar eine kleine Senkung desselben zu beob- 
achten ist, miissen wir den SchluB ziehen, dap die den Tieren verab- 
reichten Phosphatide im Kérper nirgends gespeichert, sondern von diesem 
restlos verarbeitet werden. 

Wir sehen auBerdem bei den behandelten Mausen niedrigere Werte 
fiir das Gesamtfett; dieses letztere jedoch ist bei den einzelnen Tieren 
der Normalgruppe so verschieden, daB es bei so kleinem Material tiber- 
haupt keinen Wert hat, Vergleiche zu ziehen es sind individuelle 
Konstitutionsunterschiede —: das von uns bestimmte Gesamtfett 
enthalt ja auch das subcutane und sonstige Depotfett, dessen Menge 
naturgemaB zu starken Schwankungen neigt. 


Versuche mit Thyreoidin- und Phosphatidbehandlung. 


Wie bereits erwahnt, war unsere nachste Aufgabe, festzustellen, ob 
die nach Thyreoidinbehandlung eintretende Zunahme der Muskel- 
phosphatide (1) [siehe auch Schmidt (5)] durch eme Schadigung des 


Phosphatidabbauvermégens erklart werden kann. 


Zu diesem Zweck unterwarfen wir eine Gruppe von vier Méausen (A) 
einer kombinierten Thyreoidin- und Phosphatidbehandlung, vier Kontroll- 
mause (B) erhielten nur Thyreoidin und vier Normalmiuse sollten als 
Kontrolle fiir beide Gruppen dienen, da alle diese Tiere aus anderer Zucht 
stammten als die im ersten Teil der Arbeit erwahnten, und also nicht mit 
jenen Normalmausen vergleichbar waren. 

Das Thyreoidin wurde in feuchtes WeiBbrot eingeknetet; zuerst gaben 
wir nur je 10 mg Thyreoidin, steigerten aber allmahlich diese Dosis bis zu 
50 mg pro Tier und Tag. Wir setzten die Mause jeden Morgen einzeln in 
saubere kleine Glaser, in denen sich nichts weiter befand als das mit Thy- 
reoidin gespickte Brotkiigelchen und brachten sie, erst wenn alles gefressen 


! In Wirklichkeit war es nicht ganz so viel, denn die Phosphatide wurden 
vor dem Abwiegen nicht scharf getrocknet, sondern nur dureh Auspressen 
zwischen Filtrierpapier vom Alkohol befreit. 
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war, in das grobe gemeinsame Glasaquarium zuriick; danach bekamen die 
Tiere ihr tbliches Futter. Die Phosphatidbehandlung der Mause wurde 
bereits im ersten Teil der Arbeit beschrieben. Die Einzelheiten der Dosierung 
usw. sind aus der Tabelle II zu ersehen. Leider erkrankten die Mause an 
Enteritis, am starksten — die Normalmiause, deren drei daran zugrunde 
gingen; auch von der Gruppe B verloren wir zwei Tiere, allerdings blieben 
diese viel linger resistent als die Normalen (ebenso die Tiere der Gruppe A). 


Tabelle Il. 
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Bemer- 
kungen 


Versuch 
des Versuchs 


in Wochen 
Gesamtmenge 


Gewicht in g 
des verf 
Gesamtfett 
Fettsdiuren 
Cholesterin 
Phosphatide 


des Versuchs 


Gruppe A. 


12°5 0,13 4 4800 4440 360 965 
25.0 
14,0 
20,0 
12,5 
20.0 
13,5 


0,43 é 4658 4334 324 1039 
0,65 ‘ 0,57 ‘ 4380 4000 380 1206 


0,67 0,57 : 4960 4640 320 1250 
Gruppe B. 

21,0 

15,0 


9) » 
sy 5822 5b: PSD Gelatine 
21, zugefiittert 


2995 


Normalkontrolle. 

eB 6068 5806 262 827 
Wie aus Tabelle II ersichtlich, ist der Phosphatidwert der Normal 
maus Nr. 23 ein sehr niedriger: 827 mg-° ; die entsprechenden Werte der 
Gruppe A bewegen sich zwischen 965 und 1250 mg-%; nachdem 
Maus Nr. 21 der Gruppe B ebenfalls emen Phosphatidwert von nur 
984 mg-°% aufwies, gaben wir der letzten Kontrollmaus dieser Gruppe 
(Nr. 22) im Laufe emer Woche eine tagliche Zulage von aufgequollener 
Speisegelatine zum tblichen Futter, da Eiweibfiitterung die Schild- 
drisenwirkung bekanntlich unterstiitzen soll. Danach fanden wir bei 
dieser Maus einen Phosphatidwert von 1342 mg-°, also um 62° héher 
als bei der entsprechenden Normalmaus. Daraufhin untersuchten wir 
eine zweite Mauseserie aus der gleichen Zucht (diese Serie war frei von 
jeder Erkrankung), und zwar zwei Normalmause, zwei Versuchsmause 
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Tabelle III. 
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19,0 ‘ 
1 5,5 ; 0,35 


a 0,35 38 61095780 


4526 4183) : 
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Gruppe B,. 


74 ‘ 3198 2864 
30D 


19,0 — 
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16,0 Caen 


yurd 
19.0 3383 3080 303 1287 Gelatine 


15,6 zu- 


gefiittert. 
20,0 iy AN 
14.5 3157 2774 


18,0 ‘ 24: 
13,0 : 3444 3127 


Normalkontrollen. 


31 | 16.7 5576/5297 279 813 
17,5 


aa | Se | 5453 5173 280 938 





mit Phosphatid- und Thyreoidinbehandlung (A,) und fiinf Thyreoidin- 
kontrollmause (B,); allen Tieren wurde jetzt durchweg auch Gelatine 
zugefiittert. 

Aus der Tabelle III ist zu entnehmen, daB Gelatinefiitterung allein 
die Erhéhung der Phosphatidwerte nicht verursachen kann: wir sehen 
bei den Normalmausen dieser Serie trotz Gelatinefiitterung die gleichen 
niedrigen Phosphatidwerte wie bei Maus Nr. 23, und auch in der Ver- 
suchsgruppe A, sind die Phosphatidwerte gegeniiber denjenigen der 
Gruppe A nicht gestiegen; wohl aber sind alle Phosphatidwerte der 
gelatinegefiitterten Thyreoidinmause héher als der entsprechende 
Wert von Nr. 21 (der seinerseits immerhin noch héher als der ent- 
sprechende Normalwert ist). Aus dem Vergleich der Tabellen II und III 
sehen wir ferner, daB die Enteritiserkrankung auf die Fett- und Lipoid- 
werte der krank gewesenen Mause keinen EinfluB gehabt hat, so daB wir 
berechtigt sind, die Werte der korrespondierenden Gruppen dieser beiden 
Serien zu summieren. In Tabelle IV geben wir nun die Mittelwerte der 
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Tabelle lV. 





Gesamt- Fett- Chole- Phospha- 
fett siuren sterin tide 


Mittelwerte der A-Gruppen ..... 4907 4563 344 1065 
Normalmittelwerte ......... 5698 5425 273 859 
Differenz in °{, der Normalmittelwerte —14 — 16 + 26 + 24 
Mittelwerte der B-Gruppen .... . 3716 3376 340 1189 
Normalmittelwerte .......4.. 5698 5425 273 859 
Differenz in % der Normalmittelwerte — 35 — 38 + 25 + 40 


Gruppen A + A,, B + B, und diejenigen der Normalmause aus beiden 
Tabellen, ebenso die Anderungen, die nach Thyreoidin bzw. Thy- 
reoidin- und Phosphatidbehandlung eintraten, in % der Normalwerte. 

Betrachten wir nun diese Anderungen, insbesondere diejenigen der 
Phosphatidwerte, so sehen wir, da kombinierte Phosphatid- und 
Thyreoidinbehandlung zwar eine Erhéhung der Phosphatidwerte um 
24°, mit sich bringt, daB aber Thyreoidinbehandlung allein ein noch 
starkeres Steigen dieser Fraktion verursacht, so daB die héheren Phos- 
phatidwerte der A-Gruppen einzig und allein durch Thyreoidinbehand- 
lung, nicht aber durch das Zusammenspiel dieser letzteren mit der Phos- 
phatidbehandlung zustande kommen; anders ausgedriickt: Thyreoidin- 
fiitterung schadigt nicht das Phosphatidabbauvermégen des K6rpers; 
nach wie vor werden die dem K6rper exogen zugefiihrten Phosphatide 
von diesem restlos verarbeitet!, manchmal wird sogar die groBe Phos- 
phatidzufuhr durch zu starken Abbau iiberkompensiert (wie wir es 
auch im ersten Teil der Arbeit sahen), so daB die durch Thyreoidin 
hervorgerufene Phosphatidsteigerung mehr oder weniger gedampft wird. 
In den reinen Thyreoidingruppen B hingegen sehen wir, in Uberein- 
stimmung mit unserem friiheren Befund an Rattenmuskulatur (1), ein 
eindeutiges, starkes Steigen der Phosphatidwerte ; nun kénnen wir auch 
eine der damals gestellten Fragen beantworten, namlich die, ob im 
Muskel der Zuwachs der Phosphatide durch Zuwanderung aus anderen 
Geweben erfolgt. Ware das der Fall, so miiBte der Gesamtgehalt des 
K6rpers an Phosphatiden nach Thyreoidinbehandlung ein unveranderter 
geblieben sein; wir sehen aber, daB nach Thyreoidinfiitterung auch der 
Gesamtgehalt des Kérpers an Phosphatiden noch um 40 % erhéht wird: 
die gewaltige Phosphatiderhéhung im Muskel kommt also nicht durch 
Zuwanderung der Phosphatide aus anderen Geweben zustande. 

Ferner sehen wir einen Unterschied in den Anderungen der Gesamt- 
fett- und Fettsaurewerte in den Gruppen A und B; bei Thyreoidin- 
behandlung sinken die Werte um 35 bzw. 38% (auf Neutralfett-Fett- 

1 Ware das nicht der Fall, so miiBten wir Erhéhungen von etwa 150 bis 
550% finden. 
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siuren umgerechnet um 47%), bei kombinierter Thyreoidin- und 
Phosphatidbehandlung — nur um 14 bzw. 16%. Der groBe Fettverlust 
in der Thyreoidingruppe tiberrascht uns nicht; es ist eine bekannte 
Tatsache, daB Schilddriisenfiitterung Fettschwund verursacht; jedoch 
ist dieser Fettverlust in den A-Gruppen recht gering: daB in diesen 
Gruppen héhere Fettwerte auftreten, kénnte vielleicht dadurch erklart 
werden, da Phosphatidbehandlung den Kérper vor zu groBem Fett- 
abbau bei Thyreoidinfiitterung schiitzt — oder aber — rein mechanisch: 
daB die von uns gefundenen iiberschiissigen Fettsduren ein Abbau- 
produkt der injizierten Phosphatide darstellen, das zur Zeit der Unter- 
suchung noch nicht verbrannt worden war. 

Das Cholesterin steigt eindeutig und gleichmaBig in beiden Gruppen : 
dieses Steigen ist der Thyreoidinwirkung zuzuschreiben und bestatigt 
den Befund unserer friiheren Arbeit (1), in der wir nach Thyreoidin- 
behandlung Cholesterinerh6hung in Blut, Muskel und Leber von Ratten 
beobachten konnten; nun sehen wir also, daB diese Erhéhung im ganzen 
Korper stattfindet [vgl. auch Fieschi (6)]. 


Zum SchluB méchten wir noch einmal die Frage der Phosphatid- 
erhéhung nach Thyreoidinfiitterung beriihren. 

In dieser Arbeit haben wir zeigen kénnen, daB die Phosphatid- 
erhéhung nicht ner im Muskel, sondern im ganzen Kérper stattfindet, 
und da sie nicht durch Schadigung des Phosphatidabbauvermégens 
erklart werden kann, soweit man von exogen zugefiihrten auf native 
Phosphatide schlieBen darf; es erhebt sich aber immerhin noch die 
Frage, ob die Erhéhung der Phosphatide eine absolute oder nur eine 
relative ist, d. h. ob nicht vielleicht nur die bereits vor der Thyreoidin- 


Tabelle V. 





Gewicht Absolute Menge 


Versuch | ip g am Ende des Phosphatidgehalt der Phosphatide Bemerkungen 
Nr. Versuchs eee in mg 
21 15.0 984 148 
22 21,0 1342 282 
26 13,5 1140 154 a 
4 m4 oe = ‘aaa 
¢ 0,0 6 
29 14,5 1195 173 
30 13,0 1223 159 
Mittelwert : 186 
23 16,5 827 136 
31 17,5 813 142 Normalkontrollen. 
32 20,2 938 | — 189 J 


Mittelwert: 155 
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fiitterung vorhanden gewesenen Phosphatide vom Kérper eingespart 
werden, dem allgemeinen Schwund der Gewebe entgehen, und so 
prozentual zwar steigen, in Wirklichkeit aber keine Zunahme erfahren. 

Zur Priifung dieser Frage haben wir in Tabelle V eine Zusammen- 
stellung der Mausegewichte und der entspreehenden Phosphatidwerte 
in Prozent gegeben und daraus die Absolutphosphatidwerte der be- 
treffenden Mause errechnet. Wie man sieht, bleiben in der Thyreoidin- 
gruppe, trotz gefallenen Kérpergewichts, die Werte auch bei Umrechnung 
auf Absolutwerte noch durchweg héher als bei den Normaltieren. 

Wir sind uns dessen bewuBt, daB unser Tiermaterial, besonders das 
der Normalkontrollen, viel zu klein ist!, als daB wir aus unseren Ver- 
suchen weittragende Schliisse ziehen kénnten. Wir glauben aber, daB 
das was wir zeigen wollten, mit geniigender Scharfe auch aus diesen 
wenigen Versuchen hervortritt: 

1. daB der nach Thyreoidinbehandlung eimtretende Zuwachs der 
Phosphatide im Muskel nicht auf emer Hemmung des Phosphatid- 
abbauvermégens beruht, 

2. daB er nicht durch Zuwanderung der Phosphatide aus anderen 
Geweben erfolgt, denn er betrifft die Phosphatide des ganzen Kérpers. 
nicht nur die der Muskeln, 

3. daB er kein relativer, sondern ein absoluter ist: wahrscheinlich 
wird durch Thyreoidinbehandlung Phosphatidneubildung angeregt. 

Ob die Phosphatiderh6hung nach Thyreoidinbehandlung in Zu- 
sammenhang mit dem erhéhten Abbau der Fette gebracht werden kann, 
ist aus unseren Versuchen nicht zu ersehen; wir glauben aber, daB solch 
ein Zusammenhang bestehen mu und hoffen in Zukunft die Méglichkeit 
zu haben, dieser Frage weiter nachzugehen. 


' Man ist versucht, die Normalkontrollen aus dem ersten Teil dieser 
Arbeit zum Vergleich mit heranzuziehen — das ist aber unzulassig und wiirde 
zu falschen SchluBfolgerungen AnlaB geben, da jene Normalmause aus ganz 
anderer Zucht stammen und in allem von den Normaltieren der Thyreoidin- 
versuche, folglich auch von den Versuchstieren selbst verschieden sind und 
nicht als deren Kontrollen dienen kénnen. Beim Vergleich der Fett- und 
Lipoidmittelwerte jener Normaltiere (1) mit denen der Normalkontrollen 
der Thyreoidinversuche (II) sieht man, da®B die ersteren bedeutend héher 
ausfallen: 





Gesamtfett Cholesterin Phosphatide 
I 11 431 317 1012 
II 5 698 273 859 
Und dennoch — selbst gegen diese Normalwerte lipoidreicher Mause — 


sind die Phosphatidwerte der an sich lipoidarmen Versuchsmause nach 
Thyreoidinfiitterung erhdht. 
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Zusammenfassung. 


I. In Erganzung unserer Arbeit ,,Uber das Schicksal intravenés 
injizierter Phosphatide“ haben wir zeigen kénnen, daB Phosphatide. 
weiBen Mausen intraperitoneal injiziert, im Kérper nirgends gespeichert 
sondern restlos verarbeitet werden. 

II. Nachdem wir in unserer Arbeit ,, Uber die Wirkung des Thyroxins 
und Thyreoidins auf den Lipoid- und Fettstoffwechsel” festgestellt 
hatten, da8 Thyreoidinbehandlung eine Erhéhung des Phosphatid- 
gehalts der Muskulatur von Ratten durchschnittlich um 96 °% verursacht. 
sind wir nun imstande, einige der in jener Arbeit aufgeworfenen Fragen 
zu beantworten : 

1. Die Erhéhung der Muskelphosphatide ist nicht auf eine 
Schadigung des Phosphatidabbauvermégens zuriickzufiihren: Phos- 
phatide, weiBen Mausen intraperitoneal injiziert, werden auch bei 
gleichzeitiger Thyreoidinbehandlung restlos verarbeitet und nirgends 
gespeichert. 

2. Der Zuwachs der Phosphatide im Muskel ist nicht durch Zu- 
wanderung von Phosphatiden aus anderen Geweben zu erklaren, denn 
auch der Gesamtphosphatidgehalt des ganzen Tieres ist noch um etwa 
40% erhoht. 

Ebenso wachst auch der Cholesteringehalt nach Thyreoidinfiitterung 
nicht nur in der Muskulatur, sondern im ganzen Organismus. 

3. Die Erhéhung der KG6rperphosphatide nach Thyreoidin- 
behandlung ist keine relative, sondern eine absolute; wahrscheinlich 
werden Phosphatide unter der Wirkung des Thyreoidins gebildet, 
vielleicht als Zwischenprodukt bei dem Abbau der Fette. 
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Uber die phytochemische Reduktion des Milchsiurealdehyds. 


Von 
Eiji Ochiai und Komei Miyaki. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem und aus 


dem Pharmazeutischen Institut der Kaiserlichen Universitat Tokio.) 


(Eingegangen am 14, August 1935.) 


Vergleichende Untersuchungen tiber die phytochemische Reduktion 
isomerer Aldehyde und Ketone liegen nur in beschranktem Umfange 
vor, insbesondere iiber das Verhalten zusammengehériger Oxyaldehyde 
und Oxyketone. Wenn diese im Verhaltnis von Aldosen und Ketosen 
zueinander stehen, so kann die Hydrierung zu denselben Produkten 
fihren. Wir haben diesbeziigliche Untersuchungen in Berlin-Dahlem 
begonnen und in Tokio fortgesetzt. Friiher war bereits das Acetol, 
CH, .CO.CH,OH, von Farber, Nord und Neuberg! in der erwahnten 
Richtung mit dem Ergebnis gepriift, da linksdrehendes Propylen- 
glykol, CH,. CHOH.CH,OH, entstand. Neuberg und Vercellone* 
haben vor einiger Zeit den racemischen Milchsiurealdehyd, CH, 
.CHOH.CHO, der gleichen biologischen Behandlung unterworfen 
und dextrogyres Propylenglykol erhalten, wenn sie mit obergariger 
Brennereihefe arbeiteten. In unseren Versuchen mit japanischer Unter- 
hefe gelang ebenfalls die phytochemische Reduktion des d, |-Milchsaure- 
aldehyds; das gewonnene Propylenglykol war optisch inaktiv. DaB 
bei phytochemischen Reduktionen die Drehungsrichtung wechseln 
kann, haben bereits Newberg und Levite® in anderen Fallen festgestellt ; 
daB auch die Oxydoreduktion beispielsweise des Methylglyoxals die 
verschiedenen Antipoden und éfter auch den Racemkérper liefert, 
ist bekannt. 

Der von uns verwendete Milchsiurealdehyd war nach der Vor- 
schrift von Dworzak und Prodinger* bereitet. Die Versuche wurden 
mit untergariger Hefe der Brauerei Dai-Nippon-Beer, Tokio, durch- 
gefiihrt. 


I. In einer Zwei-Liter-Flasche wurden 50g Rohrzucker in 500 cem 
Wasser gelést und 50g Bierhefe (1 g Hefe enthielt durchschnittlich 0,21 g 


1 Farber, Nord u. Neuberg, diese Zeitschr. 112, 313, 1920. 2 Neuberg 
u. Vercellone, ebenda 279, 140, 1935. 3 Neuberg u. Levite, 91, 257, 1918. — 
4 Dworzak u. Prodinger, Monatsh. f. Chem. 50, 459, 1928. 











294 E. Ochiai u. K. Miyaki: 


Trockensubstanz) hinzugegeben. Als die CO,-Entwicklung kraftig geworder 
war, wurden 45 cem einer 10° igen wasserigen L6sung von Milchsiure 
aldehyd durch einen Tropftrichter hinzugefiigt, wobei kaum eine Stérun, 
der Gasentwicklung zu bemerken war. Die Vergérung wurde bei Zimmer 
temperatur (15 bis 18°) vorgenommen. Vor ihrem AbschluB wurden noel 
10 g Rohrzucker und 40 g Hefe in zwei Intervallen hinzugesetzt. SchlieBlic! 
hatte also der Ansatz die folgende Zusammensetzung: 550 g¢ Wasser, 90 ¢ 
Hefe, 60 g Rohrzucker und 4,5 g Milchséurealdehyd. 


Zur Priifung auf unverinderten Milchsiéiurealdehyd wurden 6fter 
kleine Proben der Giarfliissigkeit abzentrifugiert und mit F'ehlingsche: 
Lésung gekocht. Nach zehntagigem Stehenlassen war das Reduktions 
vermégen praktisch verschwunden. 

Nun wurde die Gesamtmenge abzentrifugiert und die klare Lésung bei 
25 bis 30° im erwarmten Luftstrom bis zur Sirupdicke eingedampft. Der 
braune Riickstand wurde mit 100 ccm absolutem Alkohol verriihrt, aus 
gefallene Klumpen wurden abfiltriert. Nach Abdestillieren des Lésungs 
mittels wurde der Riickstand nochmals mit 50cem absolutem Alkohol 
versetzt, umgeriihrt und filtriert. Der nach dem Abdunsten des Alkohols 
hinterbliebene Sirup wurde mit wasserfreiem Glaubersalz versetzt und gut 
verrieben; darauf wurde das Gemisch im Soxhletapparat etwa 18 Stunden 
ausgeithert und weiterhin mit Aceton erschépfend extrahiert. 


1. Der Atherauszug. Der schwachgelbe sirupése Atherriickstand. 
welcher 3,2 g betrug, war sauer. Er zeigte jedoch weder mit Thiophen!' 
noch mit Guajakol* Reaktion auf Milchsaure, reduzierte Fehlingsche Lésung 
nicht und gab keinen Niederschlag mit salzsaurem 2,4-Di-nitrophenyl- 
hydrazin. Die ganze Menge wurde in Aceton gelést, mit Tierkohle gereinigt, 
auf 10 cem eingeengt und in einem 1-dm-Rohr auf Drehung untersucht, die 
aber nicht wahrgenommen werden konnte. Die Acetonlésung wurde nun vom 
Lésungsmittel befreit, in 15 cem absolutem Methanol gelést und unter 
Zusatz von 0,5 g frisch dargestelltem Bariumcarbonat unter RiickfluB auf 
dem Wasserbade 5 Stunden digeriert. Durch Filtration gewannen wir zwei 
Portionen, naimlich den Alkoholteil (Filtrat) und den Saureteil (Riickstand), 

A. Der Alkoholteil. Die Methanollésung wurde nach dem Abdestillieren 
des Lésungsmittels in einem Fraktionierkolben mit Widmerscher Spirale 
im Hochvakuum fraktioniert. 

Fraktion I. Kp. 63 bis 64°/0,03 mm 1,1 g; Fraktion II. Kp. 100 bis 
120°/0,03 mm 0,9 g. ‘ 

Fraktion I: farblose viskose Fliissigkeit. 

Drehungsmessung: a) 1,1 g Substanz wurden mit Methanol auf 10 cem 
gebracht. «}} 0,009 (1-dm-Rohr); b) 0,0863 g Substanz in 1 eem Wasser. 
x}) = 0,00° (1-dm-Rohr). 

Diese wasserige Lésung wurde mit Borax gesattigt und in einem |-dm- 
Rohr beobachtet. «jj = 0,00°. 


Bisphenylurethan: Auf 0,12 g Substanz wurden 0,4 g Phenylisocyanat 
zur Einwirkung gebracht. Die entstandenen Kristallklumpen wurden einige- 


\ Fletchner u. Hopkins, J. of Physiol. 35, 247, 1907. — ? Denigés, Fr. 
00, 189, 1911. 
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mal mit wasserfreiem Ather gewaschen und aus Benzol-Petrolather um- 
<ristallisiert. Farblose Prismen vom F. 142 bis 143°. 4,109 mg Substanz: 
9,866 mg CO,, 2,073 mg H,O; 4,590 mg Substanz: 0,362 cem N, (13°, 


755 mm). 

Cy7H,,N.O,. Ber.: C 65,0, H 5,7, N 8,9; gef.: C 65,47, H 5,64, N 9,34. 

Kine Mischprobe mit = synthetischem  d 1-Propylenglykolbispheny1- 
urethan', welches auf nachstehende Weise dargestellt war, schmolz ebenfalls 
bei 142 bis 143°. 

Darstellung von dl-Propylenglykol: 5g Glycerin-x-monochlorhydrin 
wurden in 20cem Methanol gelést und unter Zusatz von 15 cem 20° iger 
methylalkoholischer Kalilésung mit 0,5 g Pd-Tierkohle (24°,) katalytisch 
hydriert. Die Wasserstoffaufnahme betrug etwa 900 cem (ber. fiir 1 mol. 
H,: 1018 cem). Die vom Katalysator und Kaliumchlorid abfiltrierte Lésung 
wurde mit Kohlendioxyd gesattigt und nach dem Trocknen mit Glaubersalz 
nochmals abgesaugt. Aus dem Filtrat wurde nun das Lésungsmittel ab- 
destilliert, der Riickstand im Vakuum fraktioniert und der bei 93 bis 94° 
(17 bis 18 mm) siedende Anteil gesammelt. Ausbeute 2,5 g, d. h. 72,5°%, det 
Theorie. 

Di-p-nitrobenzoat: Prismen aus Ather: F. 124°. 3,385 mg Substanz: 
6,822 mg CO,, 1,145mg H,O; 4,797 mg Substanz: 0,304 ccm N, (15°, 
761mm). 

C,,Hy,N.O,. Ber.: © 54,5, H 3,71, N 7,48; gef.: C 54,96, H 3,78, 
N 7,51. 

Bisphenylurethan: Prismen aus Benzol-Petrolither, F. 143 bis 144°. 
4,298 mg Substanz: 10,324 mg CO,, 2,084mg H,O: 4,717 mg Substanz: 
0,366 com N, (14°, 758 mm). 

C,,H,,0,N.. Ber.: C 64,97, H 5,73, N 8,91; gef.: C 65,51, H 5,43, 
N 9,19. 

Fraktion II: Sie bildete eine schwach gelbe, viskose Fliissigkeit. Ein 
Teil der Fraktion wurde mit p-Nitrobenzoylehlorid nach Schotten- Baumann 
esterifiziert, wobei wir in Ather schwer lésliche Kristalle erhielten, die beim 
Umlésen aus Aceton in nadelférmige Kristalle vom F. 192° iibergingen. 

2,236 mg Substanz: 0,153 cem N, (25°, 754 mm). 

C,,H,,N;O0y.. Ber.: N 7,79; gef.: N 7,76. 

In der Mischprobe mit dem aus Glycerin dargestellten Tri-p-nitro- 
benzoylglycerin (F. 193°) verfliissigte sich das Gemenge bei 192,5°. 

Glycerin-tri-p-nitrobenzoat: Nadeln aus Aceton: F. 193°. 

2,320 mg Substanz: 0,157 ccm N, (23°, 759 mm). 

C,,H,,N;,;O,. Ber.: N 7,79; gef.: N 7,77. 

B. Der Sdureteil. Die durch Filtration gesammelten Bariumsalze wurden 
einigemal mit Chlorwasserstoff gesattigtem Ather digeriert, die gesamte 
Atherlésung wurde destilliert, der Riickstand nochmals mit Ather extrahiert 


1 Nach der Angabe von G.S. Walope (C. 1911, I, 1309) soll dieses 
Urethan bei 152,5 bis 153,5° schmelzen; das von uns synthetisch dargestellte 
Urethan schmolz trotz sorgfaltigem Umkristallisieren aus Benzol nicht hoher 
als 144°. 
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und eingedampft. Aus dem Atherriickstand, der keine Farbreaktion aut 
Milchséure, aber deutliche Fluoresceinreaktion mit Resorcin-Schwefelsaur, 
gab, sechieden sich nach mehrtagigem Aufbewahren kérnige Kristalle von 


KF. 182,5 bis 183° in kleiner Menge aus, die bei Mischung mit Bernsteinsaure 


(F. 185°) bei 183 bis 184° schmolzen. 


2. Der Acetonauszug. Der nach Abdestillieren des Acetons zuriick 
gebliebene Riickstand war ein brauner Sirup. Er war sauer und enthielt 
Stickstoff; er gab keine Milchsaéurereaktion, sondern eine Resorcin-Schwefel 
sdurereaktion; wir konnten daraus kein p-Nitrobenzoat und kein 2,4 
Di-nitrophenylhydrazon darstellen. Wurde dieser Auszug wie der Sauretei! 
des Atherauszugs behandelt, so waren kleine Mengen Bernsteinséure vom 
F. 183° zu isolieren. 


Il. 3,2 g¢ Milchsiurealdehyd wurden insgesamt in 800 cem Wasser mit 
90g Hefe in Gegenwart von 80g Rohrzucker vergoren. Durch analoge 
Aufarbeitung wie beim 1. Ansatz isolierten wir 0,7 g Propylenglykol neben 
einer kleinen Menge Glycerin und Bernsteinséure, das Propylenglykol wa: 


optisch inaktiv. 
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Die Steigerung 
der Zellpermeabilitat durch mitogenetische Bestrahlung. 
(Chemischer Nachweis des mitogenetischen Effektes.) 
Von 
Iw. R. Bachromejew, 
Veterinarinstitut, Eriwan, Transkaukasien. 
(Aus dem Institut fiir experimentelle Medizin in Leningrad, Abteilung 
fiir experimentelle Biologie.) 
(Eingegangen am 3. September 1935.) 


Mit | Abbildung im Text. 


In einer Untersuchung iiber die Autokatalyse der Krebszelle! 
haben A. und L. Gurwitsch eine Methode des Studiums der Zellpermea- 
bilitaét beschrieben, die an Empfindlichkeit den tiblichen tiberlegen ist. 
Das auf seine Permeabilitat zu priifende Organ oder Gewebe wird im 
iiberlebenden Zustande fiir gewisse Zeit in eine kleine Menge Ringer- 
lésung gelegt. Die Flissigkeit wird dann nach Herausnahme des Ob- 
jektes auf ihren Fermentgehalt gepriift und unter Umstanden ergibt 
die mitogenetische Analyse deutlich positive Resultate auch da, wo die 
rein chemische Prifung versagt. 

Die Priifung wird so vorgenommen, daB der Ringerlésung geringe 
Mengen verschiedener Substanzen, die als Substrate der betreffenden 
Fermente in Frage kommen, wie Glucose, Eiwei’, Nucleinsaure, zu- 
gesetzt werden und der etwaige resultierende mitogenetische Effekt 
direkt oder bei spektraler Zerlegung gepriift wird. Es konnte auf diesem 
Wege z. B. gezeigt werden, daB groBe, tadellos intakt herauspraparierte 
Adenocarcinome der Maus (Khrlich) nach etwa halbstiindigem Aufent- 
halt in etwa 5ccm Ringer zum mindesten drei Fermente ausscheiden, 
als deren Substrate die drei eben angefiihrten Stoffe in Betracht kommen. 
Speziell fiir das glykolytische Ferment wurde von den Autoren auch 
der rein chemische Nachweis durch Bestimmung des Glucoseschwundes 
(Mikromethode Hagedorn-Jensen) versucht, aber dieser Versuch blieb 
ganz resultatlos. 

Eine Reihe von Erwagungen, die hier nicht wiedergegeben werden 
sollen, haben dann A. und L. Gurwitsch veranlaBt, Versuche dariiber 
anzustellen, ob nicht durch eine langere mitogenetische Bestrahlung 
der intakten Oberfliche eines normalen Organes (speziell der Leber) 
eine Permeabilitatssteigerung seiner Zellen auf dem eben geschilderten 
Wege nachgewiesen werden kénnte. Ausgedehnte Untersuchungen, 


1 Zeitschr. f. Krebsforschung 36, 319, 1932. 
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die von mir auf Veranlassung der Autoren durchgefiihrt wurden!, er 
gaben in der Tat eindeutig positive mitogenetische Resultate. Ein: 
Ringerlésung, in der eine normale nichtbestrahlte Mauseleber etwa 
1,5 Stunden aufgehoben wurde, enthalt keine auf mitogenetischem Weg: 
nachweisbare Spuren von Fermenten, wohl aber eine solche, in der di: 
frei suspendierte Leber allseitig und ununte1brochen etwa 12 bis 20 Mi 
nuten mitogenetisch bestrahlt wurde. Bei Zusatz geringer Mengen 
von Glucose, Nucleinsiure und Serumalbumin zur Fliissigkeit nach 
Herausnahme der Leber konnten spcktralanalytisch Komponenten de1 
drei fermentativen Prozesse deutlich nachgewiesen werden. 

Die Eindeutigkeit der mitogenetischen Ergebnisse gab uns Ver 
anlassung, auch eine allseitige chemische Priifung der Ringerlésungen 
vorzunechmen. Die Ergebnisse iibertrafen an Deutlichkeit alle Er 
wartungen, die Differenzen zwischen den Lésungen, in denen die un- 
bestrahlte und bestrahlte Leber gelegen hatte, waren auBerordentlich 
grob. 


Es gelang demnach der erste Nachweis eines mitogenetischen Effektes 
auf rein chemischem Wege. Die Resultate dieser Versuche sollen hier 
dargelegt werden. 

Methodik. 


Die Leber einer Maus wird sehr vorsichtig, unter Vermeidung jede: 
Verletzung mit einem kleinen Lappen des Diaphragmas herausprapariert und 
gehérig durch Schwenken in reichlicher Menge Ringerlésung abgespiilt (die 
Lésung wird vier- bis fiinfmal bis zur vollen Klarheit gewechselt). Das Organ 
wird nun an den Diaphragmafetzen in einer etwa 5 ccm fassendenGlaskammer, 
deren vordere und hintere Wand aus kristallinischen Quarzplatten besteht, 
frei in Ringerlésung aufgehaingt. Der Bestrahlung werden durch die Quarz- 
wiinde beide Leberoberflachen ausgesetzt. Als Strah'ungsquellen wurden 
ausschlieBlich Hefeagarkulturen® benutzt, die alle 5 bis 7 Minuten erneuert 
wurden. Die Bestrahlung erfolgt stets in fraktionierter Weise. Die Gesamt- 
dauer der Bestrahlung betragt etwa 25 bis 33 Minuten. Die Fliissigkeit 
wird daraufhin abpipettiert und der chemischen Analyse unterzogen. Gleich- 
zeitig wurde jedesmal auch eine Kontrolleber genau den gleichen Prozeduren 
ausgesetzt, mit dem einzigen Unterschied, daB der betreffenden Kiivette 
keine Agarblécke vorgesetzt wurden. Es mag nochmals hervorgehoben 
werden, daB nur ganz wasserklare Lésungen verwertet wurden. Bei ge- 
ringster Opaleszenz wurde der Versuch nicht weiter verfolgt. 

Die Kammer mit der Kontrolleber wurde natiirlich in genau symmetri- 
scher Stellung zu den Drehscheiben bzw. zum Elektromotor aufgestellt. 

Die chemische Analyse der Ringerfliissigkeiten wurde nach ver- 
schiedenen Richtungen durchgefiihrt, indem das Verhalten der drei 
fermentativen Systeme — des glykolytischen, phosphatolytischen und 
oxydativen — geprift wurde. 


1 Noch nicht veréffentlicht. — * Weinhefe (Muskat oder Chablis) aut 
Bierwiirzeagar bei Zimmertemperatur geziichtet, 10- bis 1ldstiindig. 
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Ergebnisse der mikrochemischen Analyse. 
A. Das glykolytische System. 

Von ‘den beiden Kammern entnommenen Ringerlésungen wurde je 
eine Halfte sofort nach Herausnahme der Leber auf ihren Zuckergehalt, 
die andere auf das glykolytische Vermégen untersucht. Die Zucker- 
bestimmung wurde in 0,1 cem nach Hadedorn-Jensen stets in zwei 
parallelen Proben vorgenommen. 

Der eigene Zucker- 
gehalt der beiden Proben lodsung, in der eine Mauseleber etwa 
ergibt sich aus der Zu- 25 Minuten lang gelegen hatte. 
sammenstellung der Ta- 
belle I. Unbestrahlt Bestrahlt Unbestrahlt Bestrahit 


Tabelle l. Zuckermenge in der Ringer- 





mg mg mg-° meg- 


Die Priifung der 
etwaigen Anwesenheit 0.15 0.60 03 12 
des glykolytischen Fer- 0,15 2,30 03 46 
0,00 0.60 00 12 
0,35 O07 27 
maBen vorgenommen. 0,05 O1 15 

: 29 
02 21 
00 93 
04 29 
05 20 
05 28 
00 
05 


ments wurde folgender- 
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Je 4ceem der Fliissig- 0.10 
keiten wurden mit ge- 0.00 
ringen Mengen — einer 020 
5% igen gekochten Glu- 0.25 
coselésung versetzt. Je 0,25 
2 cem_ dieser Lésung 0,00 
wurden darauf in Pro- 0,25 
bierréhrehen — gebracht, = 
von denen eine aus je- : 
dem Paar zum Sieden  Mittel: 0,146 1,3 
gebracht wurde (um das 
etwaige Ferment zu inaktivieren). Daraufhin wurden alle Réhrchen etwa 
1 bis 1,5 Stunden im Thermostaten bei 27° gehalten und dann auf ihren 
Zuckergehalt gepriift. 
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Die Ergebnisse sind in der Tabelle IT zusammengestellt. 


Tabelle II. Priifung des glykolytischen Vermégens 
der Ringerlésungen. 





Unbestrahlt Bestrahlt 
Glykose in mg-°/y Differenz Glykose in mg-°,, Differenz 


Gekocht Nicht gekocht Gekocht Nicht gekoeht 


64 62 -- 191 188 

63 59 99 100 

191 194 " 89 88 
243 233 : 148 160 
242 240 154 156 
72 73 117 121 

141 135 

331 313 

201 186 
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Die Ergebnisse der beiden Serien sind ganz eindeutig. 

Die unbestrahlte Leber scheidet keine sicher nachweisbare Menge 
Zucker aus, wohl aber die bestrahlte. Die ausgeschiedene Zuckermenge 
ist bei der bestrahlten Leber sogar recht betrachtlich: es handelt sich 
um etwa 0,0015 g, da die Quarzkiivette 5 ccm enthielt. 

Die Ausscheidung des glykolytischen Ferments ist dagegen auch bei 
Bestrahlung der Leber, wie wir sahen, auf chemisch-analytischem 
Wege nicht nachweisbar. 


B. Phosphatide und Phosphatase. 
Die Priifung wurde in diesem Falle nach demselben Plan wie vorher 
durchgefiihrt. 
In je 2cem der beiden Flissigkeiten wurde zuerst kolorimetrisch 
nach Fiske-Subarrow- Braunstein der anorganische Phosphor bestimmt 
(Tabelle ITT). 


mg Tabelle III. Phosphor in mg-%. 





0,120 


0,110 
0,100} n 
0,66 
0,090+- } Se eS | 0'46 
0,080 ace ie De an 0,68 
0,070 4 eS ee ee - yo 
= ia 7 0,72 
0,050} +—+—+- ———}— 0.90 
0,040 . = ee: | — 0,67 
0,44 
0,030 t . st ’ 
ak 0.68 
0,020 - — ’ 4+. 0.70 
400}\—+—+— Set —j—+—} 0,89 
| — 0,52 
0 , 
, 0.68 
Abb. 1. Zunahme von anorganischem 0.60 
Phosphor nach 2 bis3 Stunden imThermo- 0.99 
staten. (Die aus allen Versuchen ge- — 
nommenen Zahlen sind in abnehmender 0,69 
Reihe geordnet.) _ 
1,32 


Die Prifung der phosphato-  yittel: 0,67 
lytischen Eigenschaften der beiden 
Fliissigkeiten wurde in zweifacher Weise durchgefiihrt: 1. Ohne Zu- 
satz von Phosphatiden; 2. unter Zusatz von solchen. 

Von jeder der beiden Fliissigkeiten wurden je 2 ccm teils nach 
Erhitzen (Inaktivierung des etwaigen Ferments), teils im urspriinglichen 
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Zustande fiir 2 bis 3 Stunden im Thermostaten bei 38° belassen, und zwar 


in der einen Versuchsserie ohne, bei der anderen unter Zusatz von 
Nucleinséure. Die Ergebnisse der beiden Serien sind graphisch dar- 


gestellt. Man ersieht aus den Diagrammen (siehe Abb. 1), daB gewisse 


Mengen von Phosphatiden und von Phosphatase sowohl von der un 
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bestrahlten als von der bestrahlten Leber ausgeschieden werden, dab 
aber die Permeabilitat der letzteren diejenige der ersteren auch in 
diesem Falle ganz bedeutend iibertrifft. 


C. Hiweifstoffe. 

Bei der Anstellung der Phosphorpriifung nach Fiske-Subarrow 
ist uns aufgefallen, daB bei Zusatz von Trichloressigsiure zu den Ringer- 
lésungen, die bestrahlte Portion eine ganz unverkennbare Opaleszenz 
bzw. Triibung zeigte, wogegen die nicht bestrahlte wasserklar blieb. 
In 13 Versuchen dieser Serie war in 8 Fallen der Effekt sehr aus- 
gesprochen. Schwache Andeutungen der Opaleszenz in der Kontroll- 
fliissigkeit traten nur drei- bis viermal aut. Eine Differenz zugunsten 
der bestrahlten Fliissigkeit bzw. eine Begiinstigung des Austrittes von 
KiweiBstoffen durch Bestrahlung ist demnach unverkennbar. Die 
wichtige Frage bedarf indessen einer naheren Priifung. 


D. Katalase. 


Als letztes Glied der Versuchsreihe wurden die Lésungen auf ihren 
Katalasegehalt gepriift. Die Bestimmung wurde stets in 0,5 cem der 
Fliissigkeit nach der Methode von Bach! vorgenommen. Die Ergebnisse 


sind in Tabelle IV zu- 


sammengestellt. labelle IV. Zersetztes H,O, in mg. 





Die Unterschiede Unbestrahlt Bestrahlt Differenz 


zwischen den_ beiden e . - 
sae ea , : 0,85 1,71 0,86 
Flissigkeiten sind ganz 0.34 0.87 0.53 
gewaltige und erreichen 0,42 2,38 1,96 
0,85 1,53 0,68 
0,04 1,87 1,83 


Mittel: 0,50 1,67 1,17 


sogar im ungiinstigsten 
Falle etwa 80%. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 

Die chemische Analyse hat mit aller Bestimmtheit ergeben, daB 
eine etwa halbstiindige Bestrahlung der Leberoberfliche mit einer 
biologischen mitogenetischen Strahlungsquelle die Permeabilitat der- 
selben fiir eine Reihe von Stoffen in sehr bedeutendem Mabe steigert. 
Kin Uberblick iiber unsere Ergebnisse lehrt uns, daB die iiborle bende 
Mauseleber in Ringerlésung deutliche Spuren einer anorganischen 
Phosphorverbindung, eines Phosphatids und einer Phosphatase und 
auBerdem auch etwas Katalase abgibt. Die analytisch bestimmbaren 
Zuckermengen bewegen sich innerhalb der Fehlergrenze. 

Durch halbstiindige mitogenetische Bestrahlung wird die Aus- 
scheidung samtlicher aufgezihlter Kérper hochgradig gesteigert. Im 


1 Bach u. Oparin, diese Zeitschr. 134, 183, 1922. 


Biochemische Zeitschrift Band 282. 
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Speziellen steigt die ausgeschiedene Zuckermenge mindestens um das 
25fache im Vergleich zur unbestrahlten Leber. In absoluten Zahlen 
werden an die Lésung etwa 1,5 mg abgegeben. Diese Tatsache isi 
iiberraschend, wenn man gewisse GréBenverhaltnisse beriicksichtigt. 
Die Gesamtoberflache der Mauseleber betrigt nach unseren Bestim 
mungen etwa 8 bis 9 qem = 8. 108 u?. Nimmt man schematisch ein: 
Leberzelle als einen Wiirfel mit einer Kante von 10 4 an, so kommen 
auf die Gesamtoberfliche etwa 8 . 1066 Zellen. Eine Zelle wiirde demnach 
etwa 1,5.10-!g Zucker ausscheiden. Das Gewicht einer Zelle (das 
spezifische Gewicht des Plasmas demjenigen des Wassers gleich gesetzt) 
ware aber gleich 10-%g. Die ausgeschiedene Zuckermenge _betriige 
demnach etwa 15% des Zellgewichts. Es liegt hier ein Paradoxon 
vor, dessen Klarung ziemlich weitgehende Annahmen notwendig macht. 
An der Ausscheidung der betreffenden Stoffe, vor allem des Zuckers, 
sind offenbar nicht nur die oberflachliche, unmittelbar von der Be- 
strahlung betroffene, sondern auch tiefer liegende Zellschichten be- 
teiligt. Fiir eine nahere Beurteilung der hier vorliegenden Verhaltnisse 


fehlen uns zurzeit die nétigen Anhaltspunkte. Das Problem soll weiter 


verfolgt werden!. 


' Anm.: Es sei hervorgehoben, daB die Glissonsche Kapsel der Maus 
auBerordentlich diinn und mitogenetisch offenbar vollstandig durchsichtig ist. 
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Kin einfacher Apparat ohne Ventil, zur Bestimmung des 
Gaswechsels beim Menschen. 
Von 
Franz Foldes. 
(Aus dem physiol.-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
in Budapest). 
(Eingegangen am 27. September 1935.) 


Mit | Abbildung im Text. 


In einer in dieser Zeitschrift erschienenen Mitteilung (1) berichtete 
ich ber einen einfachen Apparat zur Bestimmung des Gaswechsels 
von Hunden. Schon damals wies ich darauf hin, daB man einen auf dem- 
selben Prinzip beruhenden Apparat aufbauen kann, welcher ebenso zur 
genauen Bestimmung des Gaswechsels des Menschen geeignet ist, und 
fiir die Versuchsperson keine subjektiven Unannehmlichkeiten ver- 


7... 


























Abb. 1. 


ursacht. Da ich auf die genaue Beschreibung des Apparats schon in der 
erwahnten Arbeit ausfiihrlich einging, méchte ich diese hier nur kurz 
erwahnen. Das Prinzip des Apparates beruht auf der Beobachtung, daB 
weder der Typ der Atmung (2), noch der Grundumsatz (3) wesentliche 
Anderungen zeigt, wenn die Menge der CO, der Einatmungsluft 2 bis 3 % 
nicht iiberschreitet, beziehungsweise der O,-Gehalt derselben nicht 
weniger als 19 bis 18°%, betragt. 

Dementsprechend wurde die GréBe des Apparates so gewahlt, daB die 
Konzentration der CO, bzw. des O, auch am Ende der Versuchsdauer 
(12 bis 15 Minuten) innerhalb der obenerwahnten Grenzen bleibt. Diese 
GroBe ist ungefahr 200 Liter, eine Menge, die zugleich geniigt um zu ver- 
hindern, daB die Druckdifferenz der Ein- und Ausatmung die leichte wider- 
standslose Atmung hemmt. Wenn wir namlich das Atemvolumen des 

20* 
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Menschen zu 500 ccm annehmen, so kann auf Grund des Boyle-Mariott: 
schen Gesetzes die durch das Ein- und Ausatmen verursachte Druck 
differenz in einem starrwandigen GefaB von 200 Liter Inhalt nicht gréBe. 
als '/g99 des urspriinglichen Druckes sein. Sie kann also beim atmo 
spharischen Druck 2mm Hg nicht tiberschreiten. 


Der Haupteil des Apparates ist ein im Handel tibliches BenzinfaB von 
ungefaihr 200 Liter Inhalt, an dessen einer Seite sich zwei, an der andere 
eine einzige kreisformige Offnung befindet. Diese Offnungen besitzen einen 
Durchmesser von 3 bzw. 5 cm, welche je mit einem Gummistopfen (A, B, C) 
versehen sind. Durch den einen Stépsel (B) von 3 cm Durchmesser ist neben 
einem Thermometer (Z',) auch ein zur Entnahme von Luftproben dienendes 
Glasrohr (S8,) gefiihrt, durch den anderen (C) ein Manometer (JZ). In dem 
Stdpsel (A) von 5cem Durchmesser befindet sich ein Dreiweghahn (/), ein 
zur Entnahme von Proben dienendes Glasrohr (S$;) und ein Thermometer (7',). 
Der Apparat enthalt standig etwa 500 cem Wasser. Dies erméglicht, dali 
die Versuche in einem mit Wasserdampf gesittigten Raume erfolgen. 
Dadurch wird verhiitet, da waihrend des Versuchs eine das Atmen 
erschwerende Druckdifferenz entsteht, und das Berechnen der Resultate 
kann auch ohne Zuhilfenahme eines Hygrometers erfolgen. 


Die untersuchten Personen haben vor dem Versuch mindestens 
12 Stunden gefastet und sind 30 bis 45 Minuten ruhig gelegen. Wahrend 
dieser Zeit wurde die im Fa enthaltene, mit Wasserdampf gesiittigte, 
womdglich der Zimmerluft entsprechende Luftprobe analysiert. Dann wurde 
die Versuchsperson mittels eines Mundstiicks und einer Nasenklemme, ohne 
Zwischenschaltung irgendeines Ventils, mit dem Dreiweghahn verbunden. 
Sodann wurde in der Zwischenperiode zwischen einer Ein- und Ausatmung 
der Dreiweghahn geéffnet und die Versuchsperson mit dem Fa verbunden 
Gleichzeitig wurde der Zeitpunkt des Versuchsbeginns notiert. Nachdem 
die zu untersuchende Person 10 bis 12 Minuten lang Luft aus dem Fal} 
geatmet hatte, wurde der Dreiweghahn geschlossen und der Zeitpunkt de- 
Versuchsendes notiert. 

Erfahrungsgema8 ist es zweckmaBig, nach beendetem Versuch ungefilhy 
30 Minuten mit der Probeentnahme zu warten. Diese Zeit ist namlich zu 
einem gleichmaBigen Vermischen der im Fa befindlichen Luft notwendig. 
Diese Tatsache widerspricht den Erfahrungen, welche wir bei den Gas 
wechselversuchen mit Hunden machten. Sie kann aber damit erklart werden, 
daB das dort angewendete GefaB kugelf6rmig und von ungefahr 60 Liter 
Inhalt war. In diesem erfolgte die Mischung der urspriinglich darin ent 
haltenen Luft mit dem 200 bis 300 cem ausmachenden Atmungsvolumen des 
Hundes, wahrend fiir Menschen als Apparat ein zylinderférmiges GefaiB von 
ungefahr 200 Liter angewendet wurde, dessen Inhalt mit 500 cem Atmungs 
volumen des Menschen vermischt wurde. 


Nach Ablauf von 30 Minuten werden an beiden Seiten des Fasses 
Proben entnommen und analysiert. Nach der Probeentnahme wird das 
GefaB mittels zweier Wasserstrahlpumpen etwa 30 Minuten lang durch 
luftet, dann werden die Hahne so lange gesperrt gehalten, bis die Luft in 
GefiB mit Wasserdampf gesittigt ist —- was ungefahr 12 bis 15 Minuten 
dauert. Dann erst kann der Apparat zu einem neuen Versuch verwendet 
werden. 

Die Berechnung des Versuchs ist in der obenerwahnten Arbeit genau 
beschrieben. 
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Zur Ausprobung des Apparates nahm ich Grundumsatz- 
bestimmungen an sechs Personen vor, welche in jeder Hinsicht gesund 
waren. Sie fasteten vor dem Versuche 12 bis 16 Stunden, bekamen aber 
vorher keine besondere Diat und lagen etwa 30 Minuten lang ruhig. Bei 
jeder von ihnen wurden an zwei verschiedenen Tagen je zwei Grund- 
umsatzversuche vorgenommen. Die Resultate sind in der Tabelle dar- 
gestellt. Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, daB die mit diesem Apparat 
erhaltenen Werte mit denen der von Harris- Benedict berechneten 
Tabelle gut iibereinstimmen. Die an denselben Personen zu_ ver- 
schiedenen Zeitpunkten ausgefiihrten Versuche stimmten auf 3% 
iiberein. 

Durch die entsprechenden Ausmabe des Apparates, und durch den 
Umstand, daB die Ein- und Ausatmung ohne Zwischenschaltung von 
Ventilen erfolgt, wird erreicht, daB einerseits die Untersuchung mit dem 
Apparat fiir die Versuchsperson subjektiv nicht unangenehm ist und 
anderseits, daB die Atmungsverhaltnisse den physiologischen ahnlich sind. 
Die Zahl der Atmungen in den bisher ausgefiihrten Versuchen bewegte 
sich zwischen 15 bis 19; es kann also als wahrscheinlich angenommen 
werden, daB wahrend der Grundumsatzbestimmungen weder Hyper- 
ventilation, noch CO,-Retention auftritt. 

Die Berechnung der Warmeproduktion erfolgt mit Hilfe des Sauer- 
stoffverbrauchs und des respiratorischen Quotienten (RQ.). Dadurch 
wird der Fehler vermieden, der bei nur den O,-Verbrauch messenden 
Apparaten durch die ungenaue Kenntnis des kalorischen Wertes des 
Sauerstoffs stammt. Wenn der RQ. bekannt ist, kann der kalorische 
Wert des Sauerstoffs genau berechnet werden und die Anwendung 
der bei Grundumsatzbestimmungen bisher tiblichen mehrtagigen Diat 
wird iiberfliissig, da bei nicht zu groBen EiweiBgaben die spezifisch- 
dynamische Wirkung binnen 12 Stunden abklingt. Die Bedeutung dieser 
Tatsache ist ebenso bei den oft dringenden klinischen Untersuchungen 
wie auch bei wissenschaftlichen Versuchen wichtig. 

Man kann den Apparat trotz seiner groBen Genauigkeit mit geringem 
Kostenaufwand herstellen, hauptsaéchlich dort, wo eine Einrichtung zur 
Gasanalyse zur Verfiigung steht. Als Nachteil des Apparates ist zu erwaihnen, 
da8 die Bestimmungen eine langere Zeitdauer in Anspruch nehmen. Nach 
dem 15 Minuten lange dauernden Versuch mu man wenigstens 30 Minuten 
warten, bis sich die Luft gleichmaBig mischt und so zur Probeentnahme fiir 
die Analyse geeignet wird. Weitere 30 Minuten beansprucht das Aus- 
tauschen der verbrauchten Luft mittels zweier Wasserstrahlpumpen und 
weitere 15 Minuten sind nétig, damit sich die Luft des Apparates nach dem 
Durchsaugen mit Wasserdampf sittige. Man kann wiahrend dieser, sich auf un- 
gefahr 1 bis 1'/, Stunden belaufenden Zeit die Gasanalysen vornehmen, doch 
kann die zweite Untersuchung erst 2 Stunden nach dem Beginn der vorher- 
gehenden vorgenommen werden. Ein weiterer Nachteil der Methode ist der, 
daB die Gasanalysen sehr genau ausgefiihrt sein miissen. Die Konzen- 
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trationsinderung des O, und der CO, bewegt sich namlich wahrend des 
Versuchs zwischen 1 und 2°. Wenn man also in der Analyse einen Fehler 
von 0,1 % begeht, so wird das Resultat des Versuchs um | °,, beeintrachtigt. 
Dies bedeutet so viel, daB 0,001 cem Irrtum beim Ablesen einen Fehler von 
1°, im Versuch verursacht, wenn die Gasanalyse mittels eines Haldanschen 
Apparates geschieht. 

Die erwaihnten Nachteile kann man dadurch verkleinern, dai man einen 
Ventilator in den Apparat einbaut. Dadurch wird die 30 Minuten dauernde 
Wartezeit vor der Entnahme der Probe ausgeschaltet und, wenn die Um- 
drehungsgeschwindigkeit des Ventilators entsprechend vergr6éBert werden 
kann, so kann auch die zum Austausch der Luft nétige Zeit von 30 Minuten 
herabgesetzt werden. Wenn man auBerdem auch dafiir sorgt, daB der Apparat 
vor dem Versuch mit AuBenluft gefiillt wird, so kann mit dem Apparat 
stiindlich ein neuer Versuch vorgenommen werden, da es geniigt, die Zu- 


sammensetzung der AuBenluft taglich einmal zu bestimmen. Zur ge- 
naueren Ausfiihrung der Gasanalyse kann der Analysenapparat von 
Carpenter benutzt werden. Um die von dem Mundastiick bzw. der Nasen- 


klemme_ herriihrenden subjektiven Unannehmlichkeiten zu verringern, 
kann man den von Benedict empfohlenen Helm, oder eine Gasmaske ver- 
wenden. 

Zusammenfassung. 

1. Es wurde ein Stoffwechselapparat beschrieben, mit welchem bei 
Menschen 10 bis 15 Minuten dauernde Versuche ohne Zuhilfenahme 
eines Ventils ausgefiihrt werden kénnen. 

2. Die Berechnung des Stoffwechsels erfolgt mit Hilfe der Be- 
stimmung von O, und RQ., somit wird eine vorangehende Diat der 
Versuchsperson  iiberfliissig. 

3. Die Fehlergrenze der Parallelversuche betragt — 3%. 

Diese Arbeit wurde unter Leitung des Herrn Doz. Z. Aszdédi aus- 
gefihrt. 


Literatur. 
1) Franz Féldes, diese Zeitschr. 275, 66, 1935. 2) Griineberg und 
Vietchen, Jahrbuch fiir Kinderheilkunde 1930, S. 78. 3) Francis Benedict, 


New England J. of Med. 1930, S. 3203. 














Uber den Eintlu® der EiweiBbelastung 
auf die Stickstoffkomponenten des Blutes beim Hunde. 
Von 
Lorant Sas. 


(Aus der physiolog,-chemisechen Abteilung der kénigl. ungar. Universitat 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 27. September 1935.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


In der Literatur finden wir nur sparlich Publikationen iiber die 
Veranderung der Stickstoffkomponenten des Blutes, die durch dic 
Eiweibbelastung zustande kommt. 


Austin und Pepper (1) befaBten sich als die Ersten mit dieser Frage. Thre 
Versuche beschrankten sich auf die Bestimmung des Reststickstoffs in Blut 
und Harn. Nach starker EiweiBzufuhr erhéhte sich der Reststickstoff nach 
6 bis 8 Stunden mit 25 bis 40 mg und erreichte den urspriinglichen Wert 
auch nach 24 Stunden nicht vollstandig. Morgulis und Edwards (2) haben 
im Blute Reststickstoff-, Harnstoffstickstoff-, Harnstoff-, Harnséiure- und 
Kreatininbestimmungen ausgefiihrt und fanden, daB beim hungernden Tier 
wihrend der ersten Hungerperiode der Reststickstoff und Harnstoff- 
stickstoff zunehmen und mehrere Tage oder wochenlang hindurch auf diesem 
erhéhten Niveau verbleiben; schlieBlich folgt nach langerem Hungern bei 
30 bis 40°, Gewichtsverlust — eine neuerliche Erhéhung. Nach Beginn der 
Fleischzufuhr nehmen Reststickstoff, Harnstoff, Harnsiure und Kreatinin 
stark ab; nach 35 bis 40° iger Kérpergewichtszunahme jedoch stellt sich 
wieder eine Erhéhung ein. Ahnliche Resultate haben auch Widal und 
Laudat (3) erzielt. Morgulis (4) berichtet in einer spiteren auf die Harnstoff- 
bildung beziiglichen Arbeit iiber Experimente, die unter denselben Versuchs- 
bedingungen wie die vorigen ausgefiihrt worden sind. Die Ernahrung der 
Hunde geschah teils mit 300 bis 400 g Fleisch und Zucker, teils mit einem 
synthetischen Nahrungsmittel (Dryco). Dabei erhéhten sich die Rest- 
stickstoff- und Harnstoffstickstoffwerte unmittelbar nach der Eiweifzufuhr 
bedeutend, nach 9 Stunden lieB sich aber ein geringer Riickfall bemerken. 
Von den neueren Ergebnissen soll noch die Arbeit von Dervies (5) erwahnt 
werden, der nach Zufiihren von 200g 5° igen Fleischextraktes im Rest- 
stickstoff beim Hunde keine bedeutende Veranderung wahrnehmen konnte, 
ferner die Untersuchungen von Hammett und Frederick (6), nach denen es 
beziiglich der Blutstickstoffwerte gleichgiiltig ist, ob die Blutentnahme 
3 oder 14 Stunden nach der letzten Nahrungsaufnahme geschah; schlieBlich 
die Untersuchungen von Richet fils und Monceaua (7), nach denen der 
Blutharnstoffwert bei gemischter Diat 90, wahrend des Hungerns 60 und 
bei stickstofffreier Nahrung 20 mg-°% entspricht. Dieser letztere, also bei 
eiweiBfreier, jedoch kalorisch ausreichender Nahrung gewonnene Blut- 
harnstoffwert wurde von Richet als basale Azotdmie (Grundstickstoffwert) 
bezeichnet. 


Die folgenden Untersuchungen wurden im Hinblick auf diese 
Widerspriiche der Literaturangaben ausgefiihrt. Ferner sollte das 
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Verhaltnis zwischen den Reststickstoffwerten und den iibrigen Stickstoff- 
komponenten nach EiweiBbelastung klargelegt werden. Wir wollten 
also feststellen, in welchem MaBe die Stickstoffwerte, und zwar Rest- 
stickstoff-, Polypeptidstickstoff-, Hainstoffstickstoff-, Harnstoff und 
tesidualstickstoff durch eine reichliche EiweiBzufuhr beim Hunde 
beeinfluBt werden. Zur Ergiinzung dieser Untersuchungen haben wir noch 
bei zwei Hunden die Blutstickstoffwerte der ersten zwei bis drei Hunger- 
tage, also 48 Stunden nach der letzten Nahrungsaufnahme 24 Stunden 
hindurch mittels vier- bis fiinfmal wiederholter Blutentnahmen_ be- 
stimmt. Um schlieBlich die (durch Richet bestimmte) basale Azotamie 
mit umnseren zum Ausgangspunkte dienenden Hungerwerten nach 
40 bis 48 Stunden vergleichen zu kénnen, fiihrten wir bei zwei Hunden, 
die wochenlang eine stickstofffreie Nahrung erhalten hatten, je eine 
Bestimmung der Blutstickstoffkomponenten aus. 


Methodik. 


EiweiBbelastungsproben wurden bei vier Hunden durchgefiihrt. Die 
erste Blutentnahme geschah nach 40 bis 48 Stunden langem Hungern ohne 
Wasserentziehung. Nun erhielten die Tiere 500g Fleisch (100g EiweiB 
entsprechend) und zugleich wurde das Wasser entzogen. Dann folgten die 
Blutentnahmen aus der V. saphena in Abstiinden von 2, 3, 5, 6, 10 Stunden, 
bei zwei Hunden 36, bei den zwei anderen 48 Stunden hindurch. Um einen 
zu groBen Blutverlust zu vermeiden, fiihrten wir die Untersuchung in zwei 
Abschnitten aus. Zur Feststellung der basalen Azotéimie bestand die tagliche 
Nahrung eine Woche lang aus 50 g Speck, 50 g Traubenzucker und Wasser. 
Bei jeder Blutentnahme wurde 20 bis 23 cem Blut aufgefangen. Im Serum 
bestimmten wir: 1. Reststickstoff nach EnteiweiBung mittels 20°,iger 
Trichloressigsiure nach Moog (8) (RNT). 2. Reststickstoff nach Eiweib- 
fallung mittels Phosphorwolframséure nach Cristol (9) (RNW). 3. Die 
Differenz der Resultate beider Untersuchungen ergab den Polypeptid- 

r 


stickstoff (PN). 4. Harnstoffstickstoff nach Boivin (10) (UN), aus dem wir 


den Harnstoff (U) berechneten. 5. Aus der Differenz von RNT und UN 
erhielten wir den Residualstickstoffwert (Residual). 

Die Reststickstoffbestimmung wurde mit dem Preglschen Mikro- 
Kjeldahl-Verfahren (11) mittels des Apparates von Wagner- Parnas (12) aus- 
gefiihrt. Die Harnstoffstickstoff- bzw. die Harnstoffbestimmung fiihrten wir 
nach André Boivin (10) aus. Die Methode stimmt mit dem Fosseschen (13), 
sowie mit dem Niclouzw und Welterschen (14) Verfahren soweit iiberein, da 
der Harnstoff mit Xanthydrol gefallt wird. Dann aber wird der Xanthydrol- 
harnstoffniederschlag in Schwefelséiure gelést und in der Lésung der Stick- 
stoff ebenfalls nach Pregl-Wagner-Parnas bestimmt. Bei meinen Be- 
stimmungen in 100 mg-°% iger Harnstofflésung betrug der Versuchsfehler 

-(2 bis 3)°%. Im Laufe meiner Untersuchungen wich ich in einigen 
Punkten von der A. Boivinschen Originalvorschrift ab, indem ich zur Ent- 
eiweiBung nicht Fossesches, sondern Tanretsches Reagens anwendete, da 
ich auf diese Weise bessere Erfolge erzielen konnte. Ferner stellte ich die 
Zentrifugenrohren zur Auflésung des Xanthydrolharnstoffniederschlags auf 
einige Minuten in ein Wasserbad von 80° C, da nach meinen Erfahrungen eine 
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vollstandige Lésung in der Schwefelsiure, besonders wenn der Nieder 
schlag reichlicher ist, nur bei dieser Temperatur eintritt. Wird aber das 
Wasserbad bis zum Sieden erhitzt, so wird die wasserklare Fliissigkeit 
abermals getriibt. Zur Abscheidung des Xanthydrolharnstoffs ist das von 
Boivin vorgeschlagene Aufriihren der Fliissigkeit mit einem Platinstab nicht 
unbedingt notwendig, da sich der Niederschlag nach | bis 2 Minuten langem 
Stehen in der Zentrifugenréhre durch geringes Schiitteln spontan abscheidet 
Derart kann ein eventueller Substanzverlust vermieden werden. 


Versuchsergebnisse. 


Wenn wir die von uns erhaltenen Werte nach 40- bis 48stiindigem 
Hungern, die uns als Ausgangspunkt dienten (Tabelle I) mit den Stick- 
stoffwerten friiherer Autoren vergleichen, so finden wir, daB die Harn- 
stoffstickstoff- und Harnstoffwerte mit denen von Marshall, Davis und 
Hammond (15) iibereinstimmen. Die Harnstoffstickstoffbestimmungen 
von Austin, Stillmann, van Slyke und Haden (15) haben einen niedrigeren 
(9,2 bis 10,9 bis 11,1 mg-°%) und diejenigen von Atkinson und Bang (15) 
einen bedeutend héheren Wert ergeben (17,9 bis 17,0 bis 27,0 mg-°,). 
Der Polypeptidstickstoff zeigte héhere Werte als bei Cristol und 
Puech (2 bis 3 mg-%). Der Residualstickstoff stimmte mit den Er- 
gebnissen Labbés (16) iiberein (10 bis 15 mg-°%%), war jedoch ein wenig 
héher als die Werte von Brodin (16) (8 bis 10 mg-%). Die auf den 
Reststickstoff beziiglichen Ergebnisse sind im allgemeinen niedriger 
als die Werte friiherer Autoren. Bang und Morgulis erhielten 30. bis 
40 mg-°%, Atkinson 28 mg-% und Draper (15) 44 mg-%,. 

Dieser Unterschied beruht zum Teil darauf, daB die genannten Autoren 
die Bestimmungen wahrscheinlich nicht im Serum, sondern im Vollblut 


Tabelle I. 


Blutstickstoffwerte beim Hunde nach 40 bis 48 Stunden Hungern. 





Versuchstier RNT RNW PN UN U Residual 


Q Hund, Kérpergewicht 9kg , 24,78 22,39 2,39 154 33,0 9,38 
a ee 24,32 | 20,17 | 4,15 | 11,80 | 25,29 | 12,52 
9.5, 25,99 19,58 6,41 960 20.58 16,39 
16 , 20,77 15,82 4,95 9,49 20,34 | 11,28 
17, | 29,384 | 24,76) 4,58 | 16,18 | 34,68 13,16 


Mittelwert: 26,04 2054 449 1249 26.78 12,54 


Blutstickstoffwerte nach eine Woche langer stickstofffreier Nahrung. 





Nr. Datum Versuchstier RNT RNW N UN “ Residual! 


1 6. VIII. 19385. o Hund, Kor- 

pergewichtlikg 25,09 23,55 1,54 6,63 | 14,22 
2 6. VIII. 19385) Q Hund, Kor- 

pergewichti7kg 25,02 140 7,35 | 15,70 
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AuBerdem kann auch die verschiedene Methodik eine 
Rolle spielen, nachdem die Ausfiihrung der Bestimmungen mit dem Wagner- 
Parnas-Apparat die Alkaliabgabe des Kiihlers ausschlieBt, was die Resultate 
wesentlich beeinflussen kann. 


ausgefiihrt haben. 


Entscheidend ist aber vor allem die Zeit, die 
von der letzten Nahrungsaufnahme bis zur Blutentnahme vergangen ist. 

Seit Vovts (17) klassischen Versuchen wissen wir, daB der Organismus 
am ersten und zweiten Hungertage das aus der letzten Nahrungsaufnahme 
gespeicherte und leicht zersetzbare EiweiB (Voit: zirkulierendes Eiweif, 
Hojmeister: labiles Eiwei8) verbrennt und ausscheidet. Andererseits wurde 
von Prausnitz (18) und dann von Landergren (19) festgestellt, daB die 
Glykogenreserven des Organismus sich am zweiten bis dritten Hungertage 
vollkommen erschépfen. In diesem Zeitpunkt, wo also sowohl das labile 
EiweiB, als auch die Kohlenhydratreserven erschépft sind, jedoch die Zer- 
setzung des fixen KérpereiweiBes noch nicht begonnen hat, miissen die 
Stickstoffwerte unbedingt am niedrigsten sein. Austin und Pepper haben 
im am zweiten Hungertage entnommenen Blute von uns noch nie beob 
achtete auBerst niedrige Reststickstoffwerte gefunden (12 bis 18 mg-°,,) 
und nur in den danach folgenden Stunden erhdhten sich dieselben 
zeitig mit der beginnenden Zersetzung des fixen EiweiBes 
Morgulis und Edwards fanden dasselbe. 


zleich- 
auf 25 mg-°®,. 


In unseren diesbeziiglichen zwei Versuchen kann in dem einen die 
,Anfangserh6hung” genau verfolgt werden (Tabelle I). 
anderen Versuch Stickstoffwerte 
Der wahrscheinliche Grund dafiir ist, daB die Anfangserhéhung schon 
vor der ersten Blutentnahme stattfand. Dafiir spricht wenigstens der 


In einem 


blieben die beinahe unverandert. 


Umstand, daB wir den RN'T wahrend des ganzen Versuchs bedeutend 
tw) 

héher fanden, als dies 

Anfang des Hungerns 


den Mittelwerten entsprechen wirde. Die am 


auftretende Erhéhung kann auch bei unseren 


Tabelle LI. 


Blutstickstoffwerte zweiten bis dritten Hungertage 


(von der 48. bis zur 72. Stunde). 
A. o Hund, 11 kg. 


am 





Blutentnahine 


Nach 48 Stunden langem Hungern 
3 Stunden spater . 


8 
24.—C=«s * 


RNT 


21,87 
21,88 
22,26 
27,84 


Hund, 


RNW 


20.82 
18,58 
19,59 
24,39 


16 kg. 


PN 


1,05 
3.30 
2.67 


3,45 


UN 


Residual 


10,42 
11.64 
10.35 


13,24 





Blutentnahme 


Nach 48 Stunden langem 
4 Stunden spiter . 

i) 

24 
28 


Hungern 


RNT 


RNW 


23,97 
24,11 
24.46 
26,12 
23.94 


Residual 


14,27 
16,24 
16,78 
14,29 
14,45 
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EiweiBbelastungsversuchen beobachtet werden, und zwar bei denjenigen, 
wo der Versuch 48 Stunden hindurch fortgesetzt wurde. 


Wahrend der der Belastungsprobe vorhergehenden zwei Hungertage 
erhielten die Hunde unbeschrankt Wasser. Gruber (20) bestatigt, daB die 
Wasserzufuhr die Ausschwemmung des aus der letzten Nahrung stammenden 
Harnstoffes aus dem Organismus beférdert. Die doppelte Wirkung des 
Wassers nach Hawk (21) ist 1. die gesteigerte Ausschwemmung der EiweibB- 
zersetzungsprodukte und 2. eine geringe Erhéhung des Eiweifstoffwechsels. 
Straub (22) sah im EiweiBstoffwechsel nach Einfuhr von 2 Liter Wasser 
keine Verinderung. Aus all dem miissen wir folgern, daB die Wasserzufuhr 
der Ausschwemmung der Eiwei8zersetzungsprodukte und des Harnstoffs 
Vorschub leistet, wodurch die Stickstoffwerte sich noch niedriger gestalten 
als wenn wir den Tieren das Wasser entzogen hatten. 

Aus den zwei auf die basale Azotimie beziiglichen Bestimmungen 
(siehe Tabelle II1) ist ersichtlich, daB der RNT den zweitagigen Hunger- 
tagswerten genau entspricht. Der RNW ist jedoch héher, wodurch die 
PN-Werte bedeutend niedriger ausfallen. Besonders charakteristisch ist 
jedoch die starke Verminderung des Harnstoffs und Harnstoffstickstoffs 
und die gleichzeitige Zunahme des Residualstickstoffs. Auf die Be- 
sprechung dieser Beobachtung kommen wir spater noch zuriick. 


+ 
Nach der Eiweibbelastung erfuhren die RNT-, RNW-, UN- und 


U-Werte eine bedeutende Erhéhung (siehe Tabelle [V und Kurven). Die 
Harnstoffkurven steigen besonders stark und steil empor. Die Er- 
héhung des Reststickstoffs ist zwar geringer, doch erreicht er zumeist 
die von Austin und Pepper mitgeteilte 25 bis 40 mg-%ige Zunahme. 
Die nach beiden Methoden ermittelten Reststickstoffkurven verlaufen 
sowohl miteinander wie auch besonders mit der Harnstoffstickstotf- 
kurve parallel, was dafiir spricht, daB die Zunahme des Reststickstoffs auf 
die Erhéhung des Harnstoffstickstoffs zuriickzufiihren ist. 


Die starkste Zunahme sehen wir in den ersten 5 Stunden. Das Maximum 
wurde in zwei Fallen bei 10 und in weiteren zwei Fallen bei 12 Stunden 
gefunden. Austin und Pepper fanden die Maximalwerte nach 6 bis 8 Stunden 
und nur in einem Falle nach 14 Stunden. Diese verzégerte Steigerung 
erklarten sie damit, daB das Versuchstier nur eine beschrankte Menge von 
Wasser in kleinen Portionen erhalten hatte, was ihrer Ansicht nach die 
Resorption des Eiweifes verhindert. Nachdem bei unseren Versuchen die 
Belastungsprobe unter Wasserentziehung geschah, ist es méglich, daB die 
10- bis 12stiindigen Maxima auf dieselbe Ursache zuriickzufiihren sind. Nach 
12 Stunden folgt eine langsame stufenweise Abnahme und die Ausgangs- 
werte werden annahernd nach 40 Stunden erreicht. Nachher kénnen wir 
wieder eine geringe oder eine ausgesprochene Erhéhung bemerken, die 
schon der oben besprochenen Anfangssteigerung der Hungerkurven ent- 
spricht. 


An den PN-Werten kann man eine charakteristische Veranderung 
nicht beobachten. Um so interessanter ist der Verlauf der Residual- 
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Abb. 1. Versuch I. 
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Abb. 2. Versuch II. 














Abb. 3. Versuch III. 
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Abb. 4. Versuch IV. 
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stickstoffkurve, die in den ersten 2 bis 5 Stunden eine Steigerung erfahrt, 
wodurch sie mit den iibrigen Stickstoffkurven, besonders mit der Harn- 
stoffstickstoffkurve parallel verliuft. Dann weicht sie aber von ihr 
immer stirker ab, verfolgt nun ihren Weg in einer entgegengesetzten 
Richtung weiter und gibt in einzelnen Abschnitten beinahe ein Spiegel- 
bild des Verlaufs der Harnstoffstickstoffkurve. Ohne daB wir aus 
diesem Umstand vorlaufig eine weitergehende Folgerung ziehen wollen, 
halten wir es fiir wahrscheinlich, daB hier einerseits zwischen dem Harn- 
stoffstickstoff und andererseits dem _ Residualstickstoff irgendein 
kompensatorischer Mechanismus bestehen mu, dahingehend, dab 
bei héherem Harnstoffstickstoff der Residualstickstoff niedrig ist, 
bzw. im Verhaltnis zu seinem urspriinglichen Wert nur in geringem MaBe 
gesteigert wird, wodurch er zur Erhéhung des Reststickstoffs entweder 
gar nicht oder nur in geringem Mae beitragt. Ist jedoch der Harn- 
stoffstickstoff niedrig, so steigt der Residualstickstoff verhaltnismaBig 
stark an, wodurch eine zu starke Verminderung des Reststickstoffs 
vermieden wird. Dafiir sprechen auch die auf die basale Azotamie 
beziiglichen Untersuchungen, aus denen hervorgeht, daB gleichzeitig mit 
der starken Verminderung des Harnstoffstickstoffs der Residual- 
stickstoff bedeutend zunimmt, so daB schlieBlich die Reststickstoff- 
werte unverandert bleiben. Diese Frage soll noch durch Untersuchungen 
an pathologischen Fallen weiter geklart werden. 


Zusammenfassung. 
1. Bei EiweiBbelastung erfahren die Reststickstoff- und Harnstoff- 
werte des Blutes eine starke Erhéhung. 
2. Die Erhéhung des Reststickstoffs wird durch die Zunahme des 
Harnstoffstickstoffs verursacht. 


3. Der Polypeptidstickstoff zeigt keine charakteristische Ver- 
anderung. 


4. Die Residualstickstoffkurve verlauft am Anfang mit der des 
Harnstoffstickstoffs parallel, dann nimmt ihr Verlauf eine von ihm ab- 
weichende, zumeist sogar entgegengesetzte Richtung. 

5. Bei Tieren, die eine stickstofffreie Nahrung erhielten, vermindert 
sich der Harnstoffstickstoff bedeutend, der Reststickstoff bleibt aber — 
infolge der Erhéhung des Residualstickstoffs — unverandert. 
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Berichtigung. 


In der Abhandlung von E. Geiger, Bd. 281, S. 87, ist die 
versehentlich auf den Kopf gestellt. 











